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Los mejillones del género Mytilus viven en hábitats fluctuantes en los que su 
capacidad para adaptarse a los cambios del entorno es esencial para su supervivencia. 
Como organismos filtradores se alimentan sobre todo de fitoplancton y también de la 
materia orgánica en suspensión. En ocasiones el fitoplancton contiene especies tóxicas 
para el hombre o que producen efectos nocivos en los bivalvos. Una vez que las toxinas 
son ingeridas por los bivalvos pueden acumularse, transformarse y eliminarse. La 
biotransformación y eliminación de las toxinas o xenobióticos tiene lugar en varias 
fases en alguna de las cuales participan proteínas transportadoras ABC. 
Los transportadores pertenecientes a la superfamilia ABC (ATP-Binding 
Cassette) de proteínas, se encuentran en todos los organismos desde bacterias hasta 
humanos. Los miembros de esta familia están implicados en el transporte activo de 
numerosos compuestos estructuralmente diversos a través de la membrana celular. Entre 
ellos destacan los transportadores implicados en la resistencia múltiple frente a 
fármacos (MDR). En organismos acuáticos, expuestos a toxinas o contaminantes 
antropogénicos existe un fenómeno análogo llamado resistencia múltiple frente a 
xenobióticos (MXR). 
El objetivo de esta Tesis es demostrar la presencia de genes que codifican para 
proteínas ABC pertenecientes a las subfamilias ABCC y ABCG, y determinar su papel 
en los procesos de desintoxicación del mejillón (Mytilus galloprovincialis) frente a 
toxinas causantes de DSP (intoxicación diarreica por mariscos).  
Empleando diversas técnicas de biología molecular (PCR, RACE, clonación y 
secuenciación) obtuvimos las secuencias completas de los cDNA que codifican para dos 
proteínas transportadoras ABCC (MRP1 y MRP2) y una proteína ABCG (ABCG2). 
Asimismo, para llevar a cabo los estudios de expresión de estos genes, identificamos 
genes de referencia adecuados para normalizar los datos de expresión empleando los 
programas geNorm, NormFinder y BestKeeper. Mediante RT-qPCR analizamos la 
expresión de estos genes en diferentes tejidos y durante un proceso de intoxicación por 
toxinas DSP.  
Cuando comparamos los tres tejidos estudiados observamos que la expresión de 
los genes mrp1 y mrp2 es significativamente mayor en glándula digestiva y branquia 
que en manto sugiriendo el papel de estos tejidos en los procesos de desintoxicación, 
mientras que abcg2 tiene una expresión significativamente mayor en el manto que en 
los otros dos tejidos. En presencia de toxinas DSP, encontramos variaciones 
significativas en los niveles de expresión del gen mrp2 en glándula digestiva. El ácido 
okadaico induce significativamente la expresión del gen mrp2, dicha expresión llega a 
 
xxiv 
ser hasta 7,8 veces superior en presencia de la toxina que en el control. Por su parte, en 
branquia y manto no observamos inducción de la expresión de los genes mrp1, mrp2 y 
abcg2. Ello sugiere la implicación de la glándula digestiva en el metabolismo de los 
xenobióticos, mientras que la branquia y manto tienen una menor participación en la 





Mussels of the genus Mytilus live in fluctuating habitats where their ability to 
adapt to environmental changes is essential for their survival. As filtering organisms 
they feed mainly on phytoplankton and also on organic matter in suspension. 
Sometimes phytoplankton contains toxic species that produce adverse effects in 
bivalves or are toxic to humans. Once the toxins are ingested by bivalves, they can be 
accumulated, be transformed and be removed. The biotransformation and elimination of 
the toxins or xenobiotics takes place in several steps in which some of the ABC 
transporter proteins are involved. 
The transporters belonging to the ABC proteins superfamily (ATP-Binding 
Cassette) are found in every organism from bacteria to humans. Members of this family 
are involved in active transport of structurally diverse compounds through the cell 
membrane. Between which stand out the transporters involved in the multidrug 
resistance (MDR). In aquatic organisms exposed to toxins or anthropogenic pollutants 
there is a similar phenomenon called multixenobiotic resistance (MXR). 
The aim of this Thesis is to demonstrate the presence of genes encoding ABC 
proteins belonging to the ABCC and ABCG subfamilies, and to determine their role in 
detoxification processes against toxins causing DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) on 
mussels (Mytilus galloprovincialis). 
Using molecular biology techniques (like PCR, RACE, cloning and sequencing) 
we have obtained full-length cDNAs encoding two ABCC proteins (MRP1 and MRP2) 
and one ABCG protein (ABCG2). To carry out the expression studies of these genes, 
we have also identified the most suitable reference genes to normalize expression data 
using the geNorm, NormFinder and BestKeeper programs. Changes in the expression of 
these genes in different tissues and along an intoxication process by DSP toxins were 
assessed through RT-qPCR.  
We found that the expression of mrp1 and mrp2 genes is significantly higher in 
digestive gland and gill than in mantle suggesting the role of these tissues in the 
detoxification, whereas abcg2 has a significantly higher expression in the mantle than in 
the other two tissues. In the presence of DSP toxins, we have found significant changes 
in the mrp2 gene expression levels in digestive gland. Okadaic acid induces a 
significant increase in the expression of the mrp2 gene, which becomes up to 7.8-fold 
higher in the presence of toxin than in the control. However, in gill and mantle the 
expression of mrp1, mrp2 and abcg2 was not induced by okadaic acid. These results 
suggest the digestive gland involvement in the metabolism of xenobiotics, while gill and 






























1.1.- LOS MOLUSCOS BIVALVOS. 
 
1.1.1.- Importancia económica. 
 
Los moluscos son un filo muy diversificado y presentan, tras el filo artrópodos, 
el mayor número de especies conocidas dentro del reino animal. Son invertebrados 
protóstomos celomados y no segmentados de cuerpo blando, desnudo o protegido por 
una concha. Los más importantes desde el punto de vista de la acuicultura son los 
moluscos bivalvos. 
El aumento de la población humana y el estado de sobreexplotación de los 
recursos pesqueros hace que la acuicultura se desarrolle cada vez más y cobre mayor 
importancia (Blanco-Pérez, 2001). Es por tanto, el sector de producción de alimentos de 
origen animal que más crece en el mundo. 
La acuicultura, entendida según la FAO (Organización de las Naciones Unidas 
para la Agricultura y la Alimentación), es la actividad dirigida a producir y engordar 
organismos acuáticos. En los últimos años su actividad ha crecido hasta equipararse a la 
producción de la pesca de captura. Atendiendo a la producción en términos de grupos de 
especies cultivadas, los peces de agua dulce son dominantes seguidos por los moluscos, 
los crustáceos y los peces diádromos (Organización de las Naciones Unidas para la 












Figura 1. Producción de las principales especies de moluscos procedente de la acuicultura en 2010 
(FAO, 2012). 
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Galicia siempre ha utilizado los recursos proporcionados por el mar, siendo una 
de las mayores potencias mundiales en la producción de productos de acuicultura y en el 
cultivo de moluscos bivalvos (Camacho y Cuña Casasbellas, 1992). La característica 
más importante de Galicia desde el punto de vista de la acuicultura, es la existencia de 
las rías que constituyen un ecosistema perfecto para el desarrollo de los cultivos 
acuícolas. Otro factor que influye en el desarrollo de la acuicultura gallega es la gran 
riqueza de las aguas debida tanto al aporte de materiales de los ríos como la entrada de 
agua oceánica, rica en nutrientes, por el fondo de la ría que se mezcla con el agua 
superficial que sale (Albentosa Verdú, 1992). 
El aprovechamiento en Galicia de los moluscos se remonta al siglo IV a.c. por la 
presencia de grandes depósitos de conchas de almejas, ostras y mejillones denominadas 
“concheiros” que evidencian el consumo de estos recursos (Vázquez, 1975). La 
tradición del cultivo de mejillón en las rías gallegas se inició en los años cuarenta y su 
desarrollo tuvo lugar desde mediados de los sesenta a mediados de los setenta.  
La especie de mejillón que se cultiva en Galicia pertenece al género Mytilus. 
Tradicionalmente se clasificó como Mytilus edulis (Linnaeus, 1758), sin embargo, los 
estudios realizados en los últimos años sobre sus características morfológicas y 
genéticas lo identifican como Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) (Sanjuan et al., 
1990, 1994). El cultivo de mejillones o miticultura se basa en los mismos principios que 
la ostricultura. Se cultivan fijados sobre cuerdas que penden de unas plataformas 
flotantes, denominadas bateas y consta de cinco etapas que incluyen: la obtención de la 
semilla, la colocación de los juveniles en las cuerdas o encordado, el preengorde, el 
desdoble y la cosecha.  
 
1.1.2.- El mejillón Mytilus galloprovincialis. Descripción anatómica y fisiológica. 
 
Los mejillones son organismos de carácter sedentario y gregario, que se fijan en 
sustratos resistentes formando grandes colonias. Viven en aguas litorales y sublitorales 
poco profundas y preferentemente en zonas de corrientes.  
 
Características anatómicas del mejillón (información tomada del libro Brusca y 
Brusca, 2005). 
La concha. Los mejillones tienen el cuerpo comprimido lateralmente y 
encerrado en una concha rígida formada por dos valvas. Las valvas son alargadas, 
simétricas y de forma triangular. Su superficie externa es de un color negro-azulado y 
Introducción 
5 
está recorrida por unas finas estrías concéntricas, que se corresponden con las diferentes 
etapas de crecimiento del mejillón. La parte anterior es puntiaguda mientras que la 
posterior es redondeada. El margen dorsal de cada valva es convexo y el ventral es más 
cóncavo. Las valvas se mantienen unidas mediante una bisagra o ligamento y se 
articulan por medio de unos pequeños dientes que forman la charnela (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Morfología de la concha de Mytilus galloprovincialis. MAA: músculo aductor anterior; 
MAP: músculo aductor posterior; MARB: músculo anterior retractor del biso; MPRB: músculo 
posterior retractor del biso (Modificado de Bardales, 2007). 
 
Las valvas están recubiertas en su superficie externa por una fina película de 
color marrón y naturaleza proteica denominado periostraco. Por debajo de ella se sitúa 
una capa calcárea nacarada, secretada por las células del manto, que está en contacto 
con el cuerpo del mejillón. 
 
El manto. El cuerpo del mejillón se encuentra envuelto por el manto, formado 
por dos lóbulos unidos en la cara anterior y dorsal. En la zona posterior los lóbulos 
forman un orificio para la salida del agua: el sifón exhalante, y quedan libres en la zona 
ventral, permitiendo la entrada de agua a las branquias y la salida del pie y del biso 
(Figura 3). Entre los lóbulos aparece un espacio interno, la cavidad paleal, en la que se 
alojan las branquias, el pie y la masa visceral. El tejido está adherido y fijado a la 
concha a través de fibras musculares o músculo paleal. La línea de anclaje de este 
músculo a la concha discurre paralela y próxima al borde de las valvas y se denomina 
línea paleal (Figura 2). 
El papel fundamental del manto es la formación de la concha y la secreción del 
ligamento. Puede considerarse como un tejido de reserva energética, que acumula tanto 
glucógeno como triglicéridos, pero en el mejillón adulto, interviene en la reproducción 
al ubicarse en él la mayor parte del tejido gonadal. 





Figura 3. Anatomía de Mytilus. (A) Morfología general del cuerpo del mejillón. (B) Corte 
longitudinal. MAA: músculo aductor anterior; MAP: músculo aductor posterior (Modificado de 
Bardales, 2007). 
 
La gónada. Los mejillones presentan sexos separados (Skibinski et al., 1994; 
Zouros et al., 1994) aunque se conocen casos de hermafroditismo (Beaumont y Matin-
Abdul, 1994). No presentan dimorfismo sexual, externamente los dos sexos son iguales, 
y su fecundación es externa. 
Las gónadas están alojadas en el interior de la joroba, o glándula de polichinela, 
localizada en la parte posterior del pie. En estos moluscos, la gónada no es un órgano 
diferenciado sino que se desarrolla invadiendo el tejido del manto durante el ciclo 
reproductor, por tanto, su volumen y aspecto externo varía a lo largo de la 
gametogénesis. La gametogénesis, por lo general, ocurre en invierno y la puesta es en 
primavera aunque la duración del período de la actividad gonadal está relacionada con 
las condiciones ambientales, como la temperatura o la disponibilidad de alimento. 
 
Los músculos. Las valvas de la concha se mantienen cerradas por acción de dos 
músculos, cuyos extremos se hallan adheridos a cada una de las valvas, denominados 
músculos aductores anterior y posterior. Uno de ellos, de mayor tamaño, se localiza en 
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la parte posterior de la región dorsal y se denomina músculo aductor posterior (MAP), 
mientras que el otro, más pequeño, se sitúa en la posición anterior del borde ventral, el 
músculo aductor anterior (MAA) (Figura 2).  
Los músculos del pie y los retractores del pie y del biso, se encargan, 
respectivamente, de estirar y encoger el pie dentro de la concha, permitiendo así los 
movimientos del mejillón. Los músculos paleales del mejillón unen la concha con el 
borde del manto estando especialmente desarrollados en la parte ventral posterior. 
 
Las branquias. Las branquias o “ctenidia” son unas estructuras laminares 
situadas en la cámara paleal entre el manto y la masa visceral (Morton, 1992). 
Cada una de las dos branquias está formada por dos láminas que dividen la 
cavidad paleal en dos partes: una externa próxima al manto, la cámara inhalante, y otra 
interna, la cámara exhalante. A su vez, cada lámina branquial está formada por dos 
lamelas: la lamela descendente, interior, que se dirige hacia la parte ventral, y que 
continúa con la lamela ascendente, exterior, que se dirige de nuevo hacia la parte dorsal 
(Figura 4). De manera que, cada una de las branquias en corte transversal muestra una 
forma de “W”. Las líneas interiores de la “W” corresponden a las lamelas descendentes, 
que se hallan unidas a la masa visceral a través del eje branquial, donde se sitúan los 
vasos aferente y eferente y también los principales músculos responsables del 
movimiento branquial. Las dos líneas exteriores de la “W” se corresponden con las 
lamelas ascendentes, cuyos extremos superiores no están unidos a la masa visceral. 
Hacia la parte dorsal, ambas lamelas, descendente y ascendente, se encuentran 
separadas entre sí por una estrecha cavidad interlamelar, mientras que, en la parte 
ventral forman un septo interlamelar en el que ambas se hallan unidas a través de 
numerosos puentes interfilamentosos. Cada lamela está formada por series de 
filamentos dispuestos en paralelo y unidos unos a otros a través de uniones 
interfilamentosas compuestas por tejido conjuntivo y fibras musculares. Estos 
filamentos constituyen las unidades funcionales básicas de las branquias.  
Las branquias desempeñan una doble función respiratoria y alimenticia (Morton, 
1983). Por una parte son responsables de la hematosis, intercambio de sustancias 
gaseosas entre la hemolinfa y el medio acuoso, y por otra parte están implicadas en la 
captación de partículas alimenticias del medio y en la absorción de nutrientes y 
sustancias orgánicas disueltas. Estas funciones las realizan las células ciliadas y 
mucosas que atraen, seleccionan, capturan y conducen las partículas alimenticias del 
fitoplancton hacia los palpos labiales y la boca (Jørgensen, 1989; Iglesias et al., 1993). 
A través del movimiento ciliar el agua del medio, rica en oxígeno y alimento, penetra 
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por la abertura inhalante, situada en posición ventral, pasa a través de las laminillas 
branquiales donde es captado el oxígeno y el alimento, y sale al exterior por la abertura 
o sifón exhalante, situado en la posición antero-dorsal. 
 
 
Figura 4. Estructura de las láminas branquiales en corte transversal de los moluscos (Modificado de 
Bardales, 2007). 
 
Los palpos labiales. Los palpos labiales son unas estructuras delgadas y 
alargadas, con forma triangular, que rodean la boca (Figura 5). Su función es 
seleccionar y conducir la entrada de alimento, captado por las branquias, al aparato 
digestivo (Morton, 1992). Las partículas recogidas por las branquias y no aptas para ser 




Figura 5. Localización de los palpos labiales en Mytilus galloprovincialis. MAA: músculo aductor 
anterior (Modificado de Bardales, 2007). 
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El aparato digestivo. El aparato digestivo del mejillón consta de boca, esófago, 
estómago e intestino. Rodeando el estómago y parte del intestino se localiza la glándula 
digestiva o hepatopáncreas (Figura 6) (Morton, 1983; Purchon, 1987). 
 
 
Figura 6. Estructura del aparato digestivo (A) y detalle de la glándula digestiva (B) en Mytilus 
galloprovincialis (Modificado de Bardales, 2007). 
 
El aparato digestivo comienza en la boca, localizada entre los palpos labiales, a 
lo que sigue un pequeño y estrecho esófago que se abre a la cara interna del estómago, 
donde también desembocan los conductos de la glándula digestiva. En la pared anterior 
del estómago se encuentra una placa de quitina, denominada escudo gástrico, y una 
protuberancia llamada saco del estilo. El saco del estilo secreta una sustancia gelatinosa 
que forma un bastoncillo, el estilo cristalino. El estilo cristalino rota en el interior del 
saco por acción de los cilios de la pared, choca contra el escudo gástrico y libera al 
estómago enzimas digestivas. El contenido estomacal, con partículas parcialmente 
digeridas, es dirigido a la región separadora. En esta región, las partículas pequeñas y 
pesadas o las partículas grandes, pasan directamente al intestino para ser eliminadas 
como heces, mientas que las partículas pequeñas y ligeras se dirigen hacia la glándula 
digestiva donde continuarán el proceso de digestión. 
La glándula digestiva se compone de numerosos túbulos digestivos de fondo 
ciego, globular o alargado, con un espacio interior o lumen, que desembocan en un 
conducto secundario, no ciliado que desembocan a su vez en uno primario y finalmente 
en el estómago.  
Los túbulos digestivos están formados principalmente por dos tipos de células: 
las digestivas o acidófilas y las secretoras o basófilas (Morton, 1983; Weinstein, 1995). 
Las primeras poseen un núcleo cerca de la cara basal y un citoplasma lleno de vacuolas 
digestivas, entre sus funciones está la digestión intracelular, desintoxicación, 
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biotransformación de los xenobióticos y defensa antioxidante (Gosling, 2003). Las 
células secretoras, por su parte, presentan un citoplasma con abundante retículo 
endoplasmático rugoso y cuerpos de Golgi. Su principal función es formar células 
digestivas aunque también parecen tener función secretora (Henry et al., 1991). 
 
El pie y el biso. El pie es un órgano musculoso con forma de lengüeta localizado 
en el medio de la masa visceral, en la parte ventral. A diferencia de otros moluscos 
bivalvos, en los que el pie es utilizado para excavar, en el mejillón se utiliza para 
fabricar una estructura formada por hebras que permite al molusco adherirse de forma 
permanente a un sustrato, y que se conoce con el nombre de biso (Figura 3). 
El pie y el biso se mueven con respecto al cuerpo por acción de una serie de 
músculos extrínsecos, con forma de cuerda y en número par, que se unen por uno de sus 
extremos a la concha y por el otro se insertan en la base del pie o a nivel de la glándula 
del biso. Se denominan músculos retractores del biso, anteriores y posteriores (MARB, 
MPRB), y músculo posterior retractor del pie. Son responsables de la retracción del pie 
y de que el molusco pueda modular la tensión del biso y ajustar su proximidad a un 
sustrato. 
 
El sistema circulatorio. El aparato circulatorio del mejillón, cuya función es 
distribuir el oxígeno y el alimento, y recoger el anhídrido carbónico y los productos de 
desecho, está formado por el corazón, el sistema arterial y el sistema venoso. Se trata de 
un sistema vascular abierto en el que la hemolinfa y las células sanguíneas o hemocitos 
dejan eventualmente los vasos para invadir las lagunas o senos tisulares (Hill y Welsh, 
1966; Narain, 1976). 
El corazón del mejillón, situado en la zona dorsal y rodeada por una membrana 
transparente (el pericardio), está formado por un ventrículo y dos aurículas. Del corazón 
salen dos arterias, una anterior y otra posterior, que se ramifican por todo el cuerpo 
terminando en una serie de senos lagunares de los que parten las venas que llevan la 
hemolinfa a las branquias, donde se oxigena, y posteriormente vuelve al corazón. 
 
El sistema excretor. Está formado las glándulas pericárdicas y dos riñones o 
metanefridios que drenan la cavidad pericárdica, que es la que recibe el ultrafiltrado de 
la hemolinfa originado por las aurículas (Pirie y George, 1979).  
El proceso de excreción en el mejillón tiene lugar a través del complejo corazón-
riñón. Las sustancias de desecho que lleva la hemolinfa son eliminadas en parte por las 
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glándulas pericárdicas vertiendo directamente a la cavidad pericárdica. De aquí pasan a 
los metanefridios donde tiene lugar la reabsorción de glucosa y agua, y a continuación 
son expulsadas al exterior (Andrews, 1988, Andrews y Jennings, 1993). 
 
El sistema nervioso-sensorial. El sistema nervioso presenta simetría bilateral y 
está formado por tres pares de ganglios (cerebrales, viscerales y pedales), y dos largos 
cordones nerviosos denominados conectivos cerebroviscerales y cerebropedales 
(Makman y Stefano, 1984; Stefano et al., 1990).  
Los ganglios cerebrales están situados a los lados del esófago, de ellos salen 
nervios al músculo aductor anterior, la porción anterior del manto, los palpos labiales, el 
esófago y los estatocitos (Tauc, 1966). Los viscerales se sitúan debajo del músculo 
aductor posterior e inervan el manto, los sifones, el músculo aductor posterior, el 
músculo posterior retractor del pie, las branquias, los riñones, el corazón, la gónada y el 
intestino. Los ganglios pedales, situados en la base del pie, inervan el pie y el músculo 
retractor del biso. 
Además de los ganglios nerviosos, aparecen también distintos órganos de los 
sentidos, entre los que destacan los tentáculos del manto, que permiten al mejillón 
detectar las variaciones en la composición del agua, y los estatocistos que son los 
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1.2.- EPISODIOS TÓXICOS. 
 
Los mejillones como la mayoría de moluscos bivalvos se alimentan filtrando las 
partículas suspendidas en el agua, cuyo principal constituyente es el fitoplancton. Las 
interrelaciones entre ambos en la mayoría de los casos son positivas para los bivalvos, 
ya que el fitoplancton le sirve de alimento, sin embargo, en ocasiones el contacto o la 
ingesta de fitoplancton puede producir diversos efectos nocivos (Blanco-Pérez, 2001). 
El término episodio tóxico se emplea para referirse a una proliferación de microalgas 
que producen toxinas que se acumulan en los organismos que las consumen y resultan 
dañinas para el hombre por sus efectos adversos en la salud humana, en las 
explotaciones de acuicultura y en las poblaciones naturales de organismos marinos. En 
los últimos años la aparición de este tipo de episodios ha aumentado en frecuencia, 
intensidad y distribución geográfica.  
La abundancia de las microalgas está influenciada por factores primarios o 
limitantes, como cambios en la iluminación y la disponibilidad de nutrientes, y factores 
secundarios o reguladores, como cambios en la salinidad o la temperatura y depredación 
por el zooplancton herbívoro. Esta variación en la abundancia afecta a varias especies 
de microalgas a la vez, sin embargo, en determinados casos se produce la proliferación 
masiva de una especie en particular a expensas de las restantes. Aproximadamente de 
las casi 4.000 especies marinas del fitoplancton microscópico que existen son tóxicas 
alrededor de 60 de ellas (Hallegraeff, 1995). 
Las toxinas responsables de los episodios tóxicos, atendiendo a los efectos 
biológicos que producen, se pueden clasificar en siete grupos principales que se 
describen a continuación (Escudeiro Rossignoli, 2012). 
 
1.2.1.- Toxinas responsables de las intoxicaciones paralizantes (PSP, 
Paralytic Shellfish Poisoning). 
El principal representante de este grupo de toxinas es una guanidina 
heterocíclica llamada saxitoxina (Figura 7) que fue la primera toxina de este grupo 
descrita (Schantz et al., 1961). El mecanismo de acción de este tipo de toxina es 
bloquear los canales de sodio, de manera que disminuyen o impiden la propagación de 
los impulsos nerviosos. Los principales responsables de la producción de estas toxinas 
son varios dinoflagelados del género Alexandrium (Doucette y Anderson, 1993), 
Pyrodinium bahamense var. compressa (Anderson et al., 1989), Gymnodinium 
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catenatum (Bates et al., 1978) y cianofíceas como Aphanizomenon flosaquae 
(Mahmood y Carmichael, 1986). 
 
 
Figura 7. Estructura química de las toxinas PSP (Mons et al., 1998; Quilliam, 2001). 
 
1.2.2.- Toxinas responsables de las intoxicaciones amnésicas (ASP, Amnesic 
Shellfish Poisoning). 
La principal toxina responsable de este tipo de intoxicación es el ácido domoico 
(Figura 8), un aminoácido análogo del neurotransmisor glutamato y potente antagonista 
de su receptor. Su acción produce un aumento substancial de Ca++ intracelular que lleva 
a la muerte celular en las áreas del cerebro donde los receptores del glutamato son 
especialmente importantes, como la zona del hipocampo implicada en el aprendizaje y 
el procesamiento de la memoria y la zona que controla la función visceral (Peng et al., 
1994). Actualmente se conocen varias especies de diatomeas del género 
Pseudonitzschia, como P. multiseries, P. australis y P. pseudodelicatissima que 
producen estas sustancias (Subba Rao et al., 1988; Bates et al., 1989).  
 
 
Figura 8. Estructura química del ácido domoico (FAO, 2007). 
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1.2.3.- Toxinas lipofílicas responsables de las intoxicaciones diarreicas. 
Sus repercusiones sobre la salud humana son menos drásticas, pero debido a su 
amplia distribución geográfica y su elevada frecuencia de aparición, constituye uno de 
los grupos más importantes. Los responsables de esta intoxicación son un grupo de 
compuestos estructuralmente relacionados con el ácido okadaico (AO), que fue el 
primer compuesto asociado a este tipo de toxicidad. 
 
1.2.3.1.-Toxinas del grupo del ácido okadaico (DSP, Diarrhetic Shellfish 
Poisoning). 
El ácido okadaico y sus derivados, las dinofisistoxinas (DTX), son compuestos 
lipófilos que se acumulan en el tejido adiposo de los mariscos (Figura 9). Dentro de las 
DTX se pueden diferenciar los derivados “libres” (DTX1 y DTX2) y los esterificados 
(DTX3 en moluscos y DTX4-6 y ésteres diol en microalgas) (Hu et al., 1995; Suzuki et 
al., 1999; Suárez-Gómez et al., 2001; Quilliam, 2003).  
 
 
Figura 9. Estructura química del ácido okadaico y de las dinofisistoxinas (Yasumoto et al., 2001; 
Ciminiello et al., 2002). 
 
El AO es un inhibidor de la actividad fosfatasa serina/treonina, principalmente, 
de la proteína fosfatasa 1 (PP1) y la proteína fosfatasa 2A (PP2A) (Bialojan y Takai, 
1988). Estas fosfatasas están implicadas en la regulación de múltiples procesos celulares 
ya que modulan el grado de fosforilación o desfosforilación de las proteínas (Fernández 
et al., 2002). De modo que, en humanos, la diarrea es causada por la hiperfosforilación 
de las proteínas que controlan la secreción de sodio por las células intestinales, o bien 
por una excesiva fosforilación de las partes del citoesqueleto que regulan la 
permeabilidad a los solutos, produciéndose una pérdida pasiva de fluidos (Fiorentini et 
al., 1996; Tripuraneni et al., 1997). Estudios realizados han observado que tanto el AO 
como la DTX1 son promotores tumorales (Fujiki et al., 1988) y además, el AO presenta 
una marcada actividad mutagénica (Fessard et al., 1996). 
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Los principales productores son dinoflagelados de los géneros Dinophysis (D. 
acuminata, D. fortii, D. caudata, D. acuta, entre otras) (Yasumoto et al., 1980; Lee et 
al., 1989) y del género Prorocentrum (P. lima, P. belizeanum, P. maculosum) (Zhou y 
Fritz, 1994; Quilliam et al., 1996; Morton, 1998). 
La presencia en el medio marino de fitoplancton tóxico implica que aquellos 
moluscos bivalvos que se alimentan por filtración incorporan las células del plancton y 
acumulan las toxinas (FAO, 2004). Una vez que las toxinas han sido ingeridas, pueden 
ser absorbidas y acumuladas como tal o transformadas. Las trasformaciones originan 
compuestos de distintas polaridades y con diversas eficiencias de absorción y velocidad 
de eliminación, en función de la diferente capacidad para atravesar las membranas 
celulares. Asimismo, los compuestos generados presentan una toxicidad diferente a la 
de la toxina original (Fernández Cañamero, 2008). Las toxinas del grupo del ácido 
okadaico sufren tres tipos de transformaciones: (a) hidrólisis de las formas conjugadas, 
compuestos tipo DTX4, DTX5 y diol-éster (Quilliam et al., 1996; Windust et al., 1997, 
2000; Fernández et al., 1998); (b) oxidación del diol-éster (Windust et al., 1997, 2000) 
y (c) acilación de las toxinas con el ácido carboxílico libre (Suzuki et al., 1999; Suzuki 
y Mitsuya, 2001). 
Los estudios sobre la distribución de las toxinas en los diferentes órganos y 
tejidos de los moluscos coinciden en señalar que las toxinas DSP se acumulan 
principalmente en la glándula digestiva (Yasumoto et al., 1978; Murata et al., 1982; 
Stabell et al., 1992; Pillet et al., 1995; Bauder et al., 2001; Hess et al., 2003; Blanco et 
al., 2007). Es decir, no existe transferencia de toxinas desde la glándula digestiva hacia 
otros órganos o tejidos, o por lo menos, la contribución de los tejidos no viscerales a la 
cantidad total de toxina es insignificante (Suzuki et al., 2005; Blanco et al., 2007). Por 
otra parte, algunos estudios manifiestan que existe cierta contribución de los tejidos no 
viscerales a la carga total de toxina en varias especies de moluscos (Pillet et al., 1995; 
Bauder et al., 2001; Hess et al., 2003). 
Los moluscos no retienen las toxinas indefinidamente, de manera que son 
eliminadas al cabo de cierto tiempo desde la ingestión de las células tóxicas. El proceso 
de depuración de las toxinas por parte de los bivalvos varía tanto con el tipo de toxinas 
o la especie de bivalvo como con las condiciones ambientales tales como la temperatura 
y la disponibilidad de alimento. En general, se asume que las bajas temperaturas dan 
lugar a bajas tasas de depuración (Shumway y Cembella, 1993) pero no existen 
evidencias que sustenten este hecho.  
La cinética de depuración de especies de moluscos afectados por toxinas DSP ha 
sido estudiada por varios autores desarrollándose diversos modelos (Blanco et al., 1995, 
1997, 1999; Moroño et al., 1998ª, 1998b; Silvert et al., 1998). En situaciones simples, 
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cuando la mayor parte de las toxinas se acumulan en un único órgano, o cuando todos 
los órganos tienen una tasa de depuración similar, la hipótesis empleando un modelo de 
cinética de un compartimento es satisfactoria. En otras situaciones se emplean modelos 
de dos compartimentos cuando las toxinas se distribuyen entre diferentes órganos y 
presentan diferentes tasas de depuración.  
Se ha llegado a la conclusión de que la mejor forma de describir dicho proceso 
es mediante un modelo de dos compartimentos, incluso cuando únicamente se considera 
la depuración desde la glándula digestiva (Figura 10). El modelo de dos compartimentos 
desarrollado para las toxinas DSP por Blanco et al. (1999) consta de un primer 
compartimento con una tasa de desintoxicación más rápida y un segundo 
compartimento con una tasa más lenta, y entre ambos, existe una transferencia de 
toxinas desde el primer al segundo compartimento. El modelo sugiere que la toxina está 
presente en dos formas en la glándula digestiva, siendo una de ellas más difícil de 
eliminar que la otra. Esto podría deberse a que los dos tipos celulares (digestivo y 
secretor) presentes en la glándula digestiva tienen diferentes capacidades de 
acumulación, sin embargo, esta hipótesis quedó descartada en el trabajo de Rossignoli y 
Blanco (2008). Otra hipótesis sería la existencia de un ligamiento entre la toxina y algún 
componente de la célula. Rossignoli y Blanco (2010) observaron que el AO se 
encuentra unido a una proteína, probablemente, una lipoproteína de alta densidad que 
forma un complejo con un tamaño estimado entre 30 y 300 kDa. 
1.2.3.2.- Azaspirácidos (AZA). 
Son un grupo de toxinas caracterizadas por presentar una única estructura que 
incluye un anillo de unión azaspiro, una amina cíclica y un ácido (Satake et al., 1998). 
Actualmente se han descrito más de 20 análogos pertenecientes a este grupo así como 
ésteres de metilo (Rehmann et al., 2008). El mecanismo de acción de estas toxinas 
todavía no se ha determinado.  
En los primeros estudios se consideró que el principal responsable de la 
producción de estas toxina era el dinoflagelado heterotrófico Protoperidinium crassipes 
(James et al., 2003), en el año 2009, el dinoflagelado fotosintético Azadinium spinosum 
se identificó como productor primario de los AZA (Tillmann et al., 2009), sugiriendo 
que Protoperidinium crassipes es vector de estas toxinas. 
 
1.2.4.- Toxinas lipofílicas no diarreogénicas. 
En este grupo se incluyen toxinas cuya solubilidad es similar a las descritas en el 
grupo anterior pero, atendiendo a los efectos biológicos, carecen de efectos 
diarreogénicos (Ogino et al., 1997; FAO, 2004).  
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1.2.4.1.- Pectenotoxinas (PTX). 
Las pectenotoxinas toman su nombre de la vieira Patinopecten yessoensis, de la 
cual fueron aisladas por primera vez (Yasumoto et al., 1984, 1985). Su estructura 
recuerda a la del AO por poseer, al igual que éste, éteres cíclicos y un grupo carboxílico, 
sin embargo, en la mayoría de las PTX el residuo carboxílico se encuentra en forma de 
lactona macrocíclica (Daiguji et al., 1998). Se cree que los organismos productores de 
estas toxinas son varias especies del género Dinophysis. 
1.2.4.2.- Yesotoxinas (YTX). 
Son poliéteres sulfatados aislados a partir de la glándula digestiva de la vieira 
Patinopecten yessoensis (Murata et al., 1987). Sus principales productores son los 
dinoflagelados Protoceratium reticulatum (Satake et al., 1997), Lingulodinium 
polyedrum (Draisci et al., 1999) y Gonyaulax spinifera (Mori et al., 2003).  
 
1.2.5.- Toxinas neurotóxicas (NSP, Neurotoxic Shellfish Poisoning). 
Las principales responsables son un grupo de toxinas, las brevetoxinas, que se 
ligan al canal de sodio produciendo su apertura inapropiada e impidiendo su 
inactivación. Debido a esto, existe una gran entrada de sodio al interior celular y se 
altera el potencial de membrana. El organismo productor de estas toxinas es el 
dinoflagelado Gymnodinium breve. 
 
1.2.6.- Ciguatera (CFP, Ciguatera Fish Poisoning). 
La ciguatera es una intoxicación que se caracteriza por presentar a los peces 
como vector de transmisión. El nombre de ciguatera procede del nombre común de la 
primera especie identificada como causante de la intoxicación, el molusco Turbo pica, 
que recibe el nombre de cigua en Cuba (FAO, 2007). Son compuestos lipídicos 
poliéteres solubles que se originan debido a la biotransformación de sus precursores, las 
gambiertoxinas (Lehane y Lewis, 2000). El organismo productor de estas toxinas es el 
dinoflagelado Gambierdiscus toxicus.  
 
1.2.7.- Palitoxina. 
Se trata de una neurotoxina que actúa sobre la bomba Na+/K+ de la membrana 
plasmática y también sobre la bomba H+/K+ (Farley et al., 2001). De esta manera, 
produce cambios en la permeabilidad de la membrana de la célula y modifica la 
composición iónica del interior celular provocando una despolarización y su muerte 
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Figura 10. Representación esquemática del modelo de dos compartimentos que explica la cinética 






1.3.- TRANSPORTADORES ABC (ATP-BINDING CASSETTE). 
 
Los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) son proteínas de membrana 
que acoplan la hidrólisis del ATP al transporte de sustratos a través de la membrana 
celular. Presentan dominios de unión a ATP característicos responsables de su 
denominación (ATP Binding Cassette). 
En 1982, el laboratorio de Giovanna Ames clonó y secuenció el primer 
transportador ABC: la histidina permeasa. Desde entonces esta familia de 
transportadores ha ido creciendo y actualmente constituyen una gran familia de 
proteínas altamente conservadas a lo largo de la evolución y muy ubicuas, presentes 
tanto en bacterias como en organismos superiores. El término transportador ABC fue 
propuesto en 1992 por Christopher Higgins. 
Es importante destacar la diferencia entre proteínas ABC y transportadores 
ABC. El término proteína ABC se refiere a proteínas que contienen un dominio de 
unión a ATP y/o de hidrólisis del ATP y que participan en muchos procesos fisiológicos 
no necesariamente (aunque si normalmente) relacionados con el transporte. Por otro 
lado, un transportador ABC se forma cuando dicha actividad ATPasa se asocia con un 
dominio hidrofóbico de membrana (Young y Holland, 1999). 
Los transportadores ABC son vitales para cualquier sistema vivo y están 
implicados en el transporte de una amplia variedad de sustratos desde azúcares, iones, 
lípidos, péptidos, toxinas, antibióticos, xenobióticos hasta proteínas de alto peso 
molecular (Higgins, 1992). En procariotas los transportadores ABC absorben 
compuestos esenciales que no pueden ser obtenidos por difusión (azúcares, vitaminas, 
iones metálicos) en la célula. En eucariotas, la mayor parte de las proteínas ABC 
mueven compuestos desde el citoplasma al exterior de la célula o al interior de 
compartimentos intracelulares como el retículo endoplasmático, mitocondria y 
peroxisoma (Dean et al., 2001a). 
Los transportadores ABC atendiendo a la dirección del transporte pueden 
clasificarse en: 
‐ Importadores ABC: característicos de procariotas. Necesitan de una proteína 
PBP (Proteína de unión periplasmática) para que el transporte sea eficaz (Jones y 
George, 2004). 
‐ Exportadores ABC: presentes en procariotas y eucariotas. Reclutan sus sustratos 
directamente del citoplasma y los exportan a través de la membrana citoplasmática de 
las células o de las membranas de los orgánulos (Hollenstein et al., 2007). 
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En procariotas se han manteniendo los dos tipos de sistemas mientras que en 
eucariotas sólo está presente el sistema de exportación, ello sugiere que la función de 
absorción se separó de la función de exportación antes de la divergencia entre 
procariotas y eucariotas y esa separación ocurrió una sola vez en la historia de los 
sistemas ABC (Saurin et al., 1999). 
Ciertos sistemas ABC no están implicados directamente en el transporte sino que 
participan en procesos celulares tales como, por ejemplo, la reparación del DNA 
(Thiagalingam y Grossman, 1993) o la expresión de genes (Belfield et al., 1995). Estos 
sistemas carecen del dominio hidrofóbico de membrana. 
 
1.3.1.- Organización estructural de los transportadores ABC. 
Los transportadores ABC se componen de cuatro dominios: dos dominios 
transmembrana hidrofóbicos (TMD) y dos dominios citosólicos de unión a nucleótido ó 
ATP hidrofílicos (NBD, por sus siglas en inglés Nucleotide Binding Domain) (Higgins, 
1992). Estos cuatro dominios conforman la unidad básica funcional de los 
transportadores ABC y pueden expresarse como polipéptidos independientes, como 
sucede en la mayoría de los transportadores ABC de bacterias, o bien como una única 
cadena polipeptídica o como pares de dominios en los sistemas eucariotas (Hyde et al., 
1990; Higgins, 1992).  
Los dominios transmembrana están formados por varios segmentos hidrofóbicos 
con estructura α-hélice que atraviesan la membrana. La mayoría de los transportadores 
ABC tienen seis segmentos en cada TMD pero existen variaciones (Dean et al., 2001b). 
Los TMD constituyen la vía a través de la cual se lleva a cabo el transporte del sustrato, 
y determinan la especificidad por el sustrato puesto que mutaciones en estas regiones 
modifican la selectividad del transportador por el sustrato (Zhou et al., 1999). 
Los dominios NBD están muy conservados en todas las proteínas ABC, unen e 
hidrolizan el ATP proporcionando la energía necesaria para el transporte de sustratos 
(Dean et al., 2001b; Higgins, 2007). Son hidrofílicos, citosólicos y contienen tres 
motivos muy conservados: Walker A, Walker B y Secuencia Firma de las ABC o 
motivo C. Además de dichos motivos existen otros como el A-loop, Q-loop, D-loop, y 
el H-loop/Switch region (Figura 11).  
El motivo Walker A, también denominado Loop de unión al fosfato (P-loop) o 
Loop rico en glicina (Smith y Rayment, 1996), se caracteriza por presentar la secuencia 
GXXGXGK(S/T) (siendo X cualquier aminoácido). Este motivo forma una horquilla 
que se une a los fosfatos α y β de los nucleótidos di- o tri- fosfato (ATP o ADP). El 
motivo Walker B se compone de hhhhD, donde h suele ser un aminoácido hidrofóbico 
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(Takahashi et al., 2005). Este motivo provee el residuo carboxilato que coordina y 
estabiliza el Mg2+, el cual es un cofactor en la hidrólisis del ATP, además de participar 
en el mantenimiento de la geometría del sitio activo (Schneider y Hunke, 1998; Moody 
et al., 2002). Esta región del Walker B está precedida por el tercer motivo: motivo C, 
característico y exclusivo de los miembros de la familia ABC y que contiene la 
secuencia consenso LSGGQ(Q/R/K)QR. Su función parece ser la de transmitir señales 
desde el NBD al TMD (Borges-Walmsley et al., 2003). 
A parte de estos tres motivos conservados existen otros localizados dentro del 
NBD. El A-loop situado aproximadamente 25 aminoácidos antes del Walker A contiene 
un residuo aromático que interactúa con el anillo de adenina del ATP. Este motivo es 
esencial para la unión e hidrólisis del ATP (Ambudkar et al., 2006). El Q-loop se 
caracteriza por presentar un residuo invariante de glutamina (Gln, Q) situado entre el 
Walker A y el motivo C (Takahashi et al., 2005). El D-loop está formado por un residuo 
de ácido aspártico (Asp, D), se localiza después del Walker B y está involucrado en la 
actividad catalítica y en la intercomunicación de los sitios activos (Schmitt y Tampé, 
2002). El H-loop con un residuo de histidina (His, H) necesario para la hidrólisis de 
ATP y la actividad de transporte (Shyamala et al., 1991; Nikaido y Ames, 1999) aunque 
no para la unión del ATP (Shyamala et al., 1991; Benabdelhak et al., 2005; Hofacker et 
al., 2007). 
 
P-gp Y   GnsGsGKST sQe LSGGQ   ILLDEAT    LD    AHR
MsbA Y   GrsGsGKST sQn LSGGQ   ILiDEAT LD    AHR
Sav Y   GmsGgGKST qQd LSGGQ   ILiDEAT LD    AHR
~14           ~36‐44            ~83‐86       ~140‐44         ~160‐67        ~170‐71     ~195‐97






Figura 11. Estructura de los transportadores ABC. Las proteínas ABC están formadas por dos 
dominios transmembrana (TMD) y dos dominios de unión a ATP (NBD). Los TMD varían 
considerablemente entre las diferentes proteínas ABC sin embargo los NBD contienen varios 
motivos altamente conservados: Walker A/P-loop, Motivo C, Walker B, A-loop, Q-loop, D-loop, H-
loop/Switch region. P-gp: P-glucoproteína, MsbA: Bacterial ABC lipid flippase, Sav: Transportador 
ABC de Staphylococcus aureus (Modificado de Linton, 2007). 
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1.3.2.- Mecanismo de transporte. 
Todos los transportadores ABC catalizan el transporte de sustratos a través de la 
membrana biológica. Sin tener en cuenta la naturaleza del sustrato se han propuesto dos 
modelos que explican este mecanismo. El primero, conocido como el Modelo del Ciclo 
Catalítico Alternante, sugiere la existencia de un ciclo catalítico alternante entre los dos 
NBD durante la hidrólisis del ATP, es decir, los dos sitios de unión a ATP son 
necesarios para el funcionamiento del transporte y para la hidrólisis del ATP, pero 
ambos sitios no hidrolizan el ATP al mismo tiempo sino que se alternan (Senior et al., 
1995). El modelo asume que la principal fuente de energía para el transporte procede de 
la hidrólisis del ATP, y los NBD al funcionar de manera alterna están acoplados a 
































Figura 12. Modelo del Ciclo Catalítico Alternante. Cada dominio de unión a ATP (NBD) está 
formado por dos sitios de unión. Cada dominio transmembrana (TMD) puede exhibir una zona de 
unión de alta afinidad (intracelular) y una de baja afinidad (extracelular) al ligando. Durante el 
transporte, el ATP se une al NBD, provocando las interacciones del ligando o molécula a transportar 
con la zona de unión de alta afinidad intracelular (Fase I-II). Se hidroliza el ATP (Fase II-III) y la 
liberación del fosfato inorgánico (Pi) conduce al ligando a la zona de baja afinidad extracelular del 
mismo dominio por donde puede ser liberado (Fase III-IV). Como consecuencia de la unión del 
ADP, y las interacciones entre los NBD, el ATP se une al NBD que se encuentra vacío. Ello induce 
los cambios conformacionales (Fase IV-V) de manera que el dominio unido al NBD exhibe la zona 
de unión de alta afinidad intracelular. El ligando se une y el ATP se hidroliza (Fase V-VI). El Pi se 
libera y el ligando pasa a la zona de unión de baja afinidad extracelular y se libera (Fase VII-I). La 
liberación del ADP y la expulsión del ligando devuelven al transportador a su configuración inicial 
(Modificado de Borges-Walmsley y Walmsley, 2001). 
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Estudios posteriores sugieren: primero, que es la unión del ATP más que su 
hidrólisis lo que ocasiona los cambios conformacionales en el transportador y promueve 
el transporte de sustratos (Higgins, 1992); segundo, que en algunos transportadores 
ABC (como la subfamilia ABCC) sus dos NBD no tienen la misma habilidad para la 
unión e hidrólisis de ATP; y tercero, las dos zonas de unión a ATP se encuentran en la 
interfaz del dímero del NBD por lo que los dos NBD actúan en un sólo paso. Estos 
datos llevaron a proponer el segundo modelo llamado Interruptor de ATP (ATP-switch). 
Este modelo implica una comunicación, en ambas direcciones, entre los NBD y los 
TMD. Se basa en dos cambios alternantes en la conformación de los NBD: la formación 
de un dímero cerrado tras la unión de dos moléculas de ATP en la interfaz del dímero, y 
la disociación del dímero abierto tras la hidrólisis del ATP y la liberación de fosfato 
inorgánico (Pi) y ADP. Existe una cooperatividad entre las zonas de unión a ATP que 
puede estar regulado por señales procedentes de los TMD. El paso entre la 
configuración cerrada y abierta del dímero provoca los cambios conformacionales de 
los TMD necesarios para el transporte de los sustratos a través de la membrana (Higgins 
y Linton, 2004). El transportador en su estado basal tiene los NBD en configuración de 
dímero abierto, con baja afinidad por el ATP. Este mecanismo de transporte se puede 
resumir en cuatro fases (Figura 13): 
‐ Fase I: El ligando o molécula que se va a transportar se une a la zona de 
alta afinidad formada por los TMD y abre la conformación dimérica del NBD 
provocando un aumento de la afinidad por el ATP. La forma libre de los transportadores 
ABC presenta una elevada afinidad por el ligando de tal modo que la unión de éste a los 
TMD provoca un cambio conformacional en los NBD. 
‐ Fase II: La unión del ATP promueve el cierre del dímero del NBD el 
cual a su vez provoca un cambio conformacional en los TMD suficiente para transportar 
el ligando. Todas las proteínas ABC están formadas por dos dominios de unión a 
nucleótido por lo que a priori son dos moléculas de ATP las que se unen (Chen et al., 
2001). 
‐ Fase III: La hidrólisis de ATP inicia la disolución del dímero cerrado. 
Cada uno de los eventos hidrolíticos tiene diferente función, uno de ellos está implicado 
directamente en el cambio conformacional de los TMD que permiten el traslado de los 
sustratos al exterior de la célula, mientras que el segundo es necesario para devolver al 
transportador su estado original. 
‐ Fase IV: La liberación del fosfato inorgánico (Pi) y el ADP devuelve al 
transportador su configuración inicial de alta afinidad por el sustrato (Linton y Higgins, 
2007). 































Figura 13. Mecanismo de transporte Interruptor de ATP (ATP-switch) de las proteínas ABC. El 
ligando se une en el espacio formado entre los dos TMD y provoca un cambio conformacional en los 
NBD que resulta en un aumento de la afinidad por el ATP. Las dos moléculas de ATP se unen a los 
NBD. La energía liberada por el cierre del dímero del NBD causa un cambio conformacional en los 
TMD y el ligando se expulsa al exterior de la célula. La hidrólisis de ATP desencadena la disolución 
del dímero cerrado y provoca el cambio conformacional de los TMD. Finalmente el fosfato 
inorgánico y el ADP se liberan y devuelven al transportador su configuración abierta. (Modificado 
de Linton y Higgins, 2007). 
 
La evidencia de que las interacciones entre los NBD y TMD ocasionan los 
cambios conformacionales en el transportador se han puesto de manifiesto en varios 
estudios. En la proteína MRP1 de humanos mutaciones en aminoácidos específicos 
situados en los segmentos citoplasmáticos localizados entre el segmento transmembrana 
(TM) 7 y 8 del TMD1 y entre el TM13 y TM14 del TMD2 demuestran esta 
comunicación ya que impiden la transición de un estado de alta a baja afinidad de unión 
al sustrato (Koike et al., 2004). También se han identificado regiones y aminoácidos 
específicos en MRP claves para el reconocimiento y transporte de los sustratos. La 
mayoría de los estudios se centran en la proteína MRP1 de humanos y en menor medida 
en las proteínas MRP2 y MRP3. Empleando estudios de mutagénesis se identificaron 
aminoácidos implicados en el transporte de sustratos en la proteína MRP1. El segmento 
transmembrana 17 está muy conservado entre los miembros de la familia ABCC, 
contiene muchos residuos ácidos y polares y/o aromáticos, entre ellos el residuo de 
triptófano (Trp1246) es crucial en la especifidad por el sustrato (Ito et al., 2001b; Koike 
et al., 2002). El TM6 es un segmento menos conservado en esta familia de 
transportadores, presenta muchos residuos polares y entre ellos la lisina (Lys332), la 
histidina (His335) y el ácido aspártico (Asp336) que favorecen la interacción de la 
proteína con sus sustratos más hidrofílicos (Haimeur et al., 2002).  
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Otros aminoácidos, que por sus características físicas y químicas, intervienen en 
el transporte de los sustratos son algunos residuos de prolina presentes en la MRP1 de 
humanos (Koike et al., 2004). En cuanto a la proteína MRP2, también se han 
identificado residuos aminoacídicos implicados en el transporte localizados en los TM6, 
11, 14, 16 (Ryu et al., 2000; Ito et al., 2001c) además del TM17 (Ito et al., 2001a). 
 
1.3.3.- Clasificación de la familia ABC. 
En humanos se han identificado 48 transportadores ABC divididos en siete 
grupos (Figura 14) según la homología de su secuencia con designación desde ABC-A 
























Figura 14. Organización de los dominios de proteínas ABC. Los dominios transmembrana (TMD) 
aparecen como segmentos transmembrana en color naranja y los dominios de unión a ATP (NBD) 
están señalados. 
 
La subfamilia ABCA contiene 12 miembros identificados hasta la fecha en 
humanos. El papel principal es el transporte de lípidos a través de la membrana 
plasmática y la membrana de orgánulos celulares, también participan en el desarrollo de 
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la resistencia múltiple frente a fármacos o multirresistencia frente a fármacos 
(Multidrug resistance, MDR) mediando el almacenamiento de los fármacos en 
lisosomas y promoviendo su expulsión de la célula (Albrecht y Viturro, 2007). 
 
La subfamilia ABCB (MDR/TAP) comprende 11 miembros. A ella pertenece la 
P-gp o MDR1 que fue el primer gen ABC clonado y caracterizado por su capacidad de 
conferir multirresistencia frente a fármacos (MDR) en células cancerígenas. Otros 
miembros de este grupo son los genes ABCB2 y ABCB3 (TAP1 y TAP2) con una 
topología distinta a la del transportador clásico. Presentan un único TMD y un NBD y 
están implicados en el transporte de péptidos al interior del retículo endoplasmático 
donde forman complejos con moléculas HLA de Clase I. 
 
La subfamilia ABCC (CFTR/MRP) está formada por las proteínas asociadas a 
la multirresistencia frente a fármacos (MRP) que junto con el regulador de la 
conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR/ABCC7) y los receptores 
sulfonilurea (SUR1/ABCC8 y SUR2/ABCC9) forman los 12 miembros de esta 
subfamilia. Algunos transportadores contienen un dominio transmembrana adicional 
con un extremo amino-terminal extracelular además de la unidad básica funcional 
compuesta por dos dominios transmembrana (TMD) seguido cada uno por un dominio 
de unión a ATP (NBD). Se localizan en la membrana plasmática pero también en el 
retículo endoplasmático, de lo que se deduce que pueden actuar tanto en la expulsión de 
sustratos fuera de la célula como en el secuestro intracelular de estas en vesículas 
citoplasmáticas (Tan et al., 2000). Llevan a cabo funciones de transporte de iones, 
secreción de toxinas y transducción de señales. Además del papel en la multirresistencia 
frente a fármacos algunas proteínas funcionan como un transportador activo primario de 
diversos aniones orgánicos, muchos de ellos se forman mediante biotransformación de 
endo- y xenobióticos por enzimas de conjugación de la fase II, como la glutatión S-
transferasa. Esta subfamilia se describirá más profundamente en el capítulo I. 
 
La subfamilia ABCD consta de 4 proteínas con una topología particular (un 
único TMD y un NBD). Se localizan en peroxisomas y aunque su función no está clara 
parece que participan en el transporte de ácidos grasos de cadena larga. 
 
Las subfamilias ABCE y ABCF con uno y tres miembros respectivamente, 
contienen proteínas ABC que no son transportadoras, es decir, tienen un dominio de 
unión a ATP pero carecen de dominio transmembrana. 
La subfamilia ABCG (White) contiene 5 transportadores cuya organización de 
los dominios es inversa a la del resto de los transportadores ABC, con un único NBD en 
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el extremo amino y un TMD en el extremo caboxilo. En humanos todos los miembros 
de esta subfamilia están formados por semi-transportadores tipo NBD-TMD aunque se 
han descrito transportadores completos, con la organización (NBD-TMD)2, en algunos 
organismos como Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana. La mayoría de los 
miembros (ABCG1, ABCG4, ABCG5 y ABCG8) están implicados en el transporte de 
lípidos, ácidos biliares, colesterol y otros esteroides mientras que la proteína ABCG2 
está relacionada con la multirresistencia frente a fármacos. En el capítulo II se explicará 
en más detalle esta subfamilia.  
 
Los transportadores ABC están asociados a ciertas enfermedades algunas de 
ellas como la fibrosis quística, la adrenoleucodistrofia, la colestasis hepática, la distrofia 
macular de Stargardt y la enfermedad de Tangier (Gottesman y Ambudkar, 2001; 
Annilo et al., 2006) (Tabla 1). Algunas proteínas ABC también están asociadas al 
fenómeno de resistencia a determinados fármacos, en la actualidad se conocen algunos 
transportadores que confieren resistencia a compuestos citotóxicos: ABCA2, ABCA3, 
ABCB1, ABCB4, ABCB5, ABCB11, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, 
ABCC6, ABCC10 y ABCC11 y ABCG2 (Gottesman y Ambudkar, 2001; Albrecht y 
Viturro, 2007).  
 
Tabla 1. Lista de transportadores ABC asociados a enfermedades humanas (Modificado de 
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1.3.4.- Multirresistencia frente a xenobióticos (MXR) en organismos 
acuáticos. 
Muchos de los transportadores antes mencionados tienen un papel importante en 
lo que se denomina multirresistencia frente a fármacos (Multidrug Resistance, MDR). 
Estos sistemas catalizan la expulsión de compuestos biogénicos y xenobióticos, no 
relacionados estructural y funcionalmente, desde el citoplasma o la membrana interna 
hacia el medio externo. 
La mayoría de las células tumorales, de manera innata o adquirida, terminan 
siendo resistentes a múltiples agentes quimioterapéuticos, con estructura y mecanismos 
de acción diferentes. El fenotipo MDR se caracteriza por la resistencia cruzada a 
fármacos estructuralmente diferentes, la reducción en la acumulación intracelular del 
fármaco y el aumento de la expresión de ciertas proteínas transportadoras de membrana 
pertenecientes a la superfamilia de proteínas ABC (Gottesman et al., 2002). 
Inicialmente el fenómeno MDR se relacionó con la proteína de membrana P-gp, pero 
posteriormente se descubrieron otras proteínas: MRP y ABCG causantes del fenotipo 
celular multirresistente. 
La importancia ambiental de los transportadores ABC fue reconocida por 
primera vez por Kurelec, quien demostró que el transportador P-gp protegía a los 
organismos acuáticos frente a diversos contaminantes. Esta protección la llamó 
resistencia múltiple frente a xenobióticos o multirresistencia frente a xenobióticos 
(Multixenobiotic resistance, MXR) para resaltar la capacidad de proteger las células u 
ofrecer resistencia frente a químicos extraños (Kurelec, 1992).  
Es importante definir el término xenobiótico que hace referencia a aquellos 
compuestos químicos o sustancias extrañas o ajenas a las que proceden de la 
composición o metabolismo de un organismo. Estos compuestos pueden ser tóxicos 
para el organismo por lo que normalmente son metabolizados para su posterior 
eliminación. Los xenobióticos sufren en el organismo un metabolismo en dos fases: fase 
I y fase II. En una primera fase, el compuesto se prepara mediante, oxidación, reducción 
o formación de un grupo hidroxilo para la segunda fase en la que otras enzimas, 
transferasas, añaden grupos de metilo, acetilo, glucurónido, acetil cisteína, etc. al 
compuesto, es decir, lo conjugan. Este sistema funciona de forma prácticamente 
universal desde arqueobacterias hasta la especie humana (Leslie et al., 2005). Son 
varios los autores que han estudiado su funcionamiento en bivalvos marinos 
demostrando la inducción del sistema frente a diversos contaminantes (Eufemia y Epel, 
2000; McFadzen et al., 2000; Smital et al., 2000; Eufemia et al., 2002; Pain y Parant, 



























El objetivo general de esta Tesis Doctoral es profundizar en el estudio de los 
genes de multirresistencia frente a xenobióticos en el mejillón Mytilus galloprovincialis. 
Para ello se establecieron cuatro objetivos específicos: 
 
1.- Demostrar la presencia de proteínas de las subfamilias ABCC y ABCG en 
Mytilus galloprovincialis. Para ello mediante técnicas de biología molecular (PCR, 
RACE, clonación y secuenciación) se obtendrán las secuencias completas de los cDNA 
que codifican para dichas proteínas, luego se identificaran residuos y regiones 
conservadas mediante la comparación con proteínas de las subfamilias ABCC y ABCG 
de otros organismos. 
 
2.- Identificar genes de referencia adecuados para el estudio de la expresión de 
los genes que codifican para proteínas de las subfamilias ABCC y ABCG mediante 
transcripción inversa seguida de PCR en tiempo real cuantitativa (RT-qPCR). Dichos 
genes de referencia son necesarios para normalizar los datos de expresión. 
 
3.- Estimar la expresión de los genes que codifican para proteínas de las 
subfamilias ABCC y ABCG en diferentes tejidos (glándula digestiva, branquia y manto) 
de Mytilus galloprovincialis mediante RT-qPCR, esto nos puede permitir conocer la 
importancia de cada uno de estos tejidos en los procesos de desintoxicación. 
 
4.- Evaluar la expresión de los genes que codifican para proteínas de las 
subfamilias ABCC y ABCG en diferentes tejidos de Mytilus galloprovincialis afectados 

























3. CAPÍTULO I: 
Clonación de los cDNA que codifican para  
proteínas de la subfamilia ABCC  







La subfamilia ABCC (CFTR/MRP) está formada en la especie humana por 12 
miembros que comprenden varios transportadores conocidos como proteínas asociadas 
a la resistencia a múltiples fármacos (Multidrug Resistance-associate Protein, MRP) 
(Tabla 2). En esta subfamilia se incluye la proteína ABCC7 (CFTR) que es un canal 
iónico de cloro y las proteínas ABCC8 y ABCC9 (SUR) que se unen a la sulfonilurea y 
regulan los canales de potasio involucrados en la regulación de la secreción de insulina. 
El resto de la familia, está compuesta por nueve proteínas MRP relacionadas con la 
multirresistencia. ABCC1, ABCC2 y ABCC3 transportan compuestos tóxicos 
conjugados con glutatión y otros aniones orgánicos. ABCC4, ABCC5, ABCC11 y 
ABCC12 son más pequeñas que el resto de genes MRP ya que carecen de un tercer 
dominio adicional y su extremo amino-terminal es intracelular (Borst et al., 2000) 
(Figura 15). 
 
Tabla 2. Lista de proteínas ABCC de humanos. Se detalla los nombres originales de los genes, su 
expresión y función (Modificado de Lorkowski y Cullen, 2002). 
GEN  ALIAS  EXPRESIÓN  FUNCIÓN 
ABCC1  MRP1  Pulmón, intestino, riñón, testículo, cerebro  Multirresistencia frente a fármacos 





ABCC4  MRP4  Próstata  Tranporte de nucleósidos 
ABCC5  MRP5  Músculos esquelético y cardíaco  Tranporte de nucleósidos 
ABCC6  MRP6  Riñón, hígado  Tranporte de péptidos 
ABCC7  CFTR  Tejido exocrino, pulmón  Canal iónico de cloro 
ABCC8  SUR  Páncreas  Receptor sulfonilurea 
ABCC9  SUR2  Corazón, músculo  Receptor sulfonilurea 
ABCC10  MRP7  Hígado  ‐ 
ABCC11  MRP8  Hígado  ‐ 
ABCC12  MRP9  Testículo, mamas  ‐ 
 
El primer miembro de esta familia descrito fue la MRP1 (ABCC1). Descubierta 
por Cole et al. (1992) en una línea celular de cáncer de pulmón multirresistente que no 
expresaba P-gp. En 1996, diferentes grupos identificaron un nuevo miembro que 
llamaron cMOAT (Canalicular multispecific organic anion transporter, Transportador 
canalicular multiespecífico de aniones orgánicos) (Beaudet y Gros, 1995; Paulusma et 
al., 1996; Taniguchi et al., 1996) que, posteriormente, se nombró como MRP2 ya que 
no estaba restringido a la membrana canicular de los hepatocitos. Empleando estudios 
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mediante la base de datos humana de EST se identificaron los miembros MRP3, MRP4, 
MRP5 y MRP6 (Kool et al., 1997). A partir del año 2001 se identificaron los miembros 
MRP7, MRP8 y MRP9 (Bera et al., 2001; Hopper et al., 2001; Tammur et al., 2001).  
 


























Figura 15. Comparación de los dominios en la subfamilia de transportadores ABCC. Se indican los 
dominios transmembrana: TMD0, TMD1, y TMD2 (rectángulo gris), los dominios de unión a ATP: 
NBD1 y NBD2 (elipse negra), los segmentos citoplasmáticos L0 entre el TMD0 y TMD1 y L1 entre 
el NBD1 y TMD2 (elipse blanca), y el extremo carboxi-terminal: C (rombo gris). aa: aminoácidos 
(Modificado de Hopper et al., 2001). 
 
La predicción de la topología de esta subfamilia de proteínas empleando 
métodos computacionales permitió identificar un dominio transmembrana adicional 
(TMD0) además de la unidad básica funcional formada por dos TMD y dos NBD en 
algunos miembros de esta subfamilia. Este tercer dominio consta de cinco segmentos 
hidrofóbicos con estructura α-hélice y con su extremo amino-terminal extracelular 
(Bakos et al., 1996; Hipfner et al., 1997). Basándose en el análisis estructural se puede 
clasificar las proteínas ABCC en dos grupos, aquellas que presenta el dominio 
transmembrana extra amino-terminal (ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC6, ABCC8, 
ABCC9, ABCC10) y las que carecen de él como ABCC4, ABCC5, ABCC7, ABCC11 y 
ABCC12. Si se compara la secuencia aminoacídica de las proteínas ABCC con y sin el 
tercer dominio extra, existe una zona conservada entre el extremo amino-terminal de 
aquellas proteínas que carecen de este TMD0 y la parte carboxi-terminal del TMD0 en 
las proteínas que si lo presentan. En el gen MRP1, esta secuencia se sitúa en el extremo 
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5’ del exón 6 lo que sugiere que los cinco primeros exones fueron adquiridos como 
resultado de la fusión de genes (Grant et al., 1997). El papel que desempeña el tercer 
dominio extra junto con el segmento citoplasmático 0 (L0) que une el TMD0 con el 
TMD1 no está claro, pero es necesario para el correcto funcionamiento y localización de 
la proteína (Bakos et al., 1998; Gao et al., 1998; Westlake et al., 2005). 
Independiente del número de dominios transmembrana, todos los miembros de 
esta subfamilia comparten ciertas características en sus NBD, sin embargo, en este 
grupo de proteínas ABC existen ciertas diferencias estructurales entre sus NBD. En 
concreto, la diferencia más obvia entre los dos NBD de las MRP es la delección 
conservada de 13 aminoácidos entre el motivo Walker A y el motivo C en el NBD1. En 
la mayoría de los transportadores ABC ambos NBD son casi idénticos y por tanto 
intercambiables sin afectar a su función. Al insertar la secuencia de 13 aminoácidos de 
P-gp/MDR1 en la zona correspondiente a la proteína MRP1 se elimina la alta afinidad 
de unión a ATP y se cambia la conformación del dominio (Gao et al., 2000). Otra 
características es que en la mayoría de los NBD después del motivo Walker B el 
aminoácido que le sigue es el glutamato (Glu, E), residuo esencial para la ruptura de la 
unión β-γ fosfodiéster del ATP. En las proteínas ABCC, este residuo está presente en el 
NBD2 pero el NBD1 está ocupado por aspartato (Asp, D), con excepción de CFTR en 
el cual es una serina (Ser, S). La función de este residuo de Glu (E) se ha estudiado en 
varios transportadores ABC, como la histidina permeasa (HisP) de Escherichia coli o en 
la P-gp de murinos, en los que la mutación de este residuo da lugar a una pérdida de la 
actividad ATPasa del transportador (Hung et al., 1998; Urbatsch et al., 2000; Moody et 
al., 2002). En la proteína MRP1 la sustitución del Asp (D) por Glu (E) afecta a la unión 
e hidrólisis del ATP en el NBD (Payen et al., 2003). Además de la característica atípica 
del Walker B en el NBD1, el motivo C en el NBD2 es inusual (Cole et al., 1992; Grant 
et al., 1997; Payen et al., 2005). El motivo C de las proteínas ABCC se ajusta al canon 
con el núcleo conservado LSGGQ. Sin embargo, en el NBD2 de MRP1, CFTR y SUR 
es LSVGQ, LSHGH y FSQGQ respectivamente (Riordan et al., 1989; Cole et al., 1992; 
Aguilar-Bryan et al., 1995). El motivo C más extendido normalmente comprende 
residuos de Arg (R) y Ser (S) muy conservados en las posiciones 8 y 10 en relación al 
inicio del núcleo. Aunque estos residuos están presentes en el motivo C del NBD1, la 
Arg (R) es sustituida por Leu (L) y la Ser (S) por Cys (C) en el NBD2 de la mayoría de 
las proteínas ABCC (Payen et al., 2003, 2005). En P-gp el residuo de Ser (S) es 
necesario para la hidrólisis (Loo et al., 2002; Tombline et al., 2004). La mutación del 
residuo de glicina (Gly, G) en el motivo C no afecta a la unión a ATP, sin embargo hay 
una pérdida en la capacidad de pasar de un estado de alta a baja afinidad en presencia de 
ATP (Ren et al., 2004; Payen et al., 2005). 
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La expresión y localización de las proteínas ABCC es muy variable (Figura 16 y 
Tabla 2). MRP1 (ABCC1) se expresa a nivel de la membrana basolateral de muchos 
tejidos incluyendo pulmón, intestino, riñón, testículos, cerebro y en menor medida, en el 
hígado (Flens et al., 1996). MRP2 (ABCC2) presenta una distribución más restringida 
que MRP1. Se localiza en la membrana apical de células polarizadas, como los 
hepatocitos, el epitelio del túbulo proximal del riñón y el epitelio intestinal (Schaub et 
al., 1999; Leslie et al., 2005). MRP3 (ABCC3) también es una proteína basolateral 
expresada en la glándula suprarrenal, páncreas, vesícula biliar, placenta y con bajos 
niveles en hígado, riñón y próstata (Kool et al., 1997; Kiuchi et al., 1998; St-Pierre et 
al., 2000; Scheffer et al., 2002). MRP4 (ABCC4) se expresa con bajos niveles en el 
hígado, ovario, testículos, glándula suprarrenal, pulmón, intestino y con niveles altos en 
la próstata (Lee et al., 1998). Su posición puede ser apical en los túbulos proximales del 
riñón y en las células endoteliales de los capilares del cerebro, pero también, puede 
localizarse en la membrana basolateral en las células tubuloacinares de la próstata y en 
el plexo coroideo (Leggas et al., 2004). La expresión de MRP5 (ABCC5) es en la 
membrana basolateral del músculo esquelético y cardíaco (Kool et al., 1997; Belinsky 
et al., 1998; Dazert et al., 2003). MRP6 (ABCC6) tiene una localización basolateral y 
su expresión está restringida al riñón e hígado (Belinsky y Kruh, 1999). CFTR 
(ABCC7) es un canal iónico de cloro que se localiza en la membrana apical de pulmón 
y tejido exocrino. El receptor de sulfunilurea SUR1 (ABCC8) se expresa sobre todo en 
el páncreas, mientras que los niveles más elevados de SUR2 (ABCC9) se dan en el 
corazón y en el músculo. Las proteínas MRP7 y MRP8 (ABCC10 y ABCC11) se 
expresan en el hígado (Hopper-Borge et al., 2004). En cuanto a MRP9 (ABCC12) hay 
cierta incertidumbre en torno a la distribución en los tejidos, aunque se ha detectado en 
testículo y mama (Bera et al., 2001, 2002; Tammur et al., 2001). 
 
 
Figura 16. Localización celular de MRP en células 
epiteliales polarizadas. Se muestra la localización de 
las MRP en células epiteliales que rodean a un 
lumen hipotético. MRP1, MRP3, MRP5 y MRP6 se 
localizan en la membrana basolateral. MRP2 se 
localizada en la membrana apical. MRP4 puede 
situarse en la membrana apical o basolateral 
dependiendo del tejido. La localización de MRP7, 
MRP8, y MRP9 no está determinada (Modificado de 















Los sustratos de los transportadores ABCC son en su mayor parte aniones 
orgánicos. In vitro, las proteínas MRP pueden conferir resistencia a fármacos naturales 
y sus metabolitos conjugados, así como compuestos de platino, antimetabolitos de ácido 
fólico, análogos de nucleósidos y nucleótidos, oxianiones de arsénico y antimonio, etc. 
In vivo, algunos miembros intervienen en la distribución y eliminación de fármacos y 
metabolitos contra el cáncer, quizás a través de un cotransporte o mecanismo de 
simporte con glutatión reducido (GSH). MRP1 y MRP2 tienen una especificidad por el 
sustrato similar. Ambos transportan conjugados de glutatión y glucoronato, conjugados 
sulfatados de sales biliares y aniones orgánicos no conjugados de naturaleza anfipática 
(Keppler et al., 1997; Deeley et al., 2006). MRP3 tiene una menor afinidad por el 
transporte de conjugados de glutatión que MRP1 y MRP2. La mayor parte de los 
sustratos de MRP3 son sales biliares monovalentes (Hirohashi et al., 2000). MRP4 y 
MRP5 transportan análogos de nucleótidos y nucleósidos (Dazert et al., 2003). En 
cuanto a MRP6, MRP7 y MRP8 se han identificado algunos de sus sustratos. MRP6 y 
MRP7 puede llevar a cabo el transporte de conjugados de glutatión (Belinsky et al., 
2002; Chen et al., 2003); y MRP8 transporta nucleótidos al igual que MRP4 y MRP5, 
conjugados de glutatión, glucoronato y sulfato, y ácidos biliares monoaniónicos (Chen 
et al., 2005).  
La conjugación de ciertas sustancias con el glutatión precede a su transporte a 
través de la membrana plasmática. En concreto cinco de los doce miembros de esta 
subfamilia median un cotransporte con el glutatión: MRP1, MRP2, MRP4, MRP5 y 
CFTR. Las interacciones entre GSH y esta familia son complejas y existen al menos 
cinco mecanismos diferentes a través de los cuales GSH interacciona con MRP1: (a) 
transporte de compuestos hidrofóbicos que son enzimáticamente conjugados con GSH; 
(b) cotransporte de sustratos de MRP1 con GSH; (c) GSH estimula el transporte de 
ciertos compuestos aunque no se ha observado el cotransporte de GSH; (d) el transporte 
de GSH es estimulado por ciertos compuestos que no son transportados por MRP1; y 
(e) transporte de glutatión oxidado (GSSG) por MRP1 (Kruh y Belinsky, 2003; 
Ballatori et al., 2005) (Figura 17). Diversos estudios han identificado algunos residuos 
aminoacídicos claves en el transporte del GSH y de los conjugados de GSH. Entre ellos 
la Lys332 y la His335 en el segmento transmembrana 6 (Haimeur et al., 2002; Leslie et 
al., 2004), Pro478 en el TM9 (Koike et al., 2004), Phe594 en el TM11 (Campbell et al., 
2004), Arg1138 en el TM15 (Conseil et al., 2006), dos residuos de Tyr1189 y Tyr1190 en el 
segmento citoplasmático que conecta el TM15 con el TM16 (Conseil et al., 2005), y 
Glu1204 en el TM16 (Situ et al., 2004). 
 






Figura 17. Mecanismo de transporte de 
GSH mediado por MRP1. (A) 
Transporte de compuestos hidrofóbicos 
que son enzimáticamente conjugados 
con GSH. (B) El transporte de ciertos 
sustratos de MRP1 requiere un 
cotransporte con GSH. (C) GSH 
estimula el transporte de ciertos 
compuestos aunque no se ha observado 
el cotransporte de GSH. (D) El 
transporte de GSH es estimulado por 
ciertos compuestos que no son 
transportados por MRP1. (E) Transporte 
de glutatión oxidado (GSSG) por 
MRP1. GST: Glutatión S-transferasa 
(Modificado de Kruh y Belinsky, 2003). 
 
 
Estudios de mutagénesis in vitro señalan que mutaciones en un aminoácido 
pueden alterar la especificidad por el sustrato, la unión del ATP y la actividad de 
transporte de la proteína. El reemplazo del residuo de Glu1089 por un aminoácido neutro 
o con carga positiva reduce o elimina completamente la resistencia a la antraciclina en 
la MRP1 sin influir en el transporte (Zhang et al., 2001). La sustitución de los residuos 
aromáticos (Trp653 en el NBD1 y Tyr1302 en el NBD2) por un residuo polar de cisteína 
(Cys, C) hace que la afinidad por ATP se vea disminuida aunque el transporte de 
sustratos no se ve alterado (Zhao y Chang, 2004). Además, la mutación del residuo 
Asn597 por Ala (A) cerca del segmento transmembrana 11 aumenta la resistencia frente 
a varios fármacos, mientras que la sustitución en el aminoácido Ser605 por Ala (A) 
disminuye la resistencia (Zhang et al., 2004). Otras mutaciones están relacionadas con 
la alteración de la disposición del fármaco, como es caso del residuo de Cys43, que 
cuando es substituido por Ser (S) interrumpe el tráfico en la membrana plasmática y 
reduce la resistencia a varios fármacos (Ito et al., 2001a; Leslie et al., 2003). En la 
proteína MRP2 también se han estudiado los efectos que conlleva la sustitución de un 































negativa por lo que los aminoácidos cargados, en concreto, los aminoácidos con carga 
positiva de los TMD, pueden desempeñar un papel importante en el 
reconocimiento/transporte de los sustratos. La sustitución de ciertos residuos como 
Lys24 en el TM6, Lys483 en el TM9, Arg1210 en el TM16 y Arg1257 en el TM17 por Ala 
(A) disminuye el transporte de conjugados de glutatión (Ryu et al., 2000). Otras 
sustituciones, por el contrario aumentan el transporte de conjugados de glutatión, es el 
caso de los residuos de Ser789 y Ala1450 (Hirouchi et al., 2004). 
En el presente capítulo se identificarán y caracterizaran genes de la subfamilia 
de transportadores ABCC en el mejillón Mytilus galloprovincialis. 
 
3.2.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
3.2.1.- Obtención de los animales. 
Los mejillones (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) se recogieron del 
medio natural de bateas situados en la ría de Muros-Noia en noviembre de 2006 y de la 
ría de Ares-Betanzos en junio de 2007. Todas las muestras fueron proporcionadas por el 
INTECMAR (Instituto Tecnolóxico para o Control del Medio Mariño, Xunta de 
Galicia). De cada mejillón se extrajeron los tejidos de glándula digestiva, branquia y 
manto. Tras la disección, las muestras fueron almacenas en RNAlater® (Ambion, ref. 
7024) a -20ºC según las instrucciones del fabricante. 
 
3.2.2.- Extracción de RNA y transcripción inversa. 
En el proceso de clonación del cDNA del gen mrp1 se empleó tejido de 
branquia, en el caso del cDNA del gen mrp2 fue tejido de glándula digestiva. 
En la extracción de RNA se utilizaron aproximadamente 50 mg de muestra. En 
el caso de la glándula digestiva la extracción de RNA se realizó con el kit comercial 
RNAqueous® (Ambion, ref. AM1912) según las instrucciones del fabricante. En 
branquia, el tejido fue homogenizado en TriReagentTM (Sigma, ref. T9424) empleando 
la técnica descrita por Chomczynski y Sacchi (1987). Todas las muestras se sometieron 
a una precipitación con cloruro de litio para eliminar el DNA, ya que el DNA no 
precipita en esta concentración de la sal de litio, mientras que el RNA sí. Una vez 
resuspendido el precipitado de RNA en 60 µL de RNase-free H2O (Macherey-Nagel) se 
mezcló con medio volumen de la solución de cloruro de litio 7,5 M y se dejó incubar a -
20ºC toda la noche. A la mezcla se le añadió 1 mL de etanol al 75% y se centrifugó 
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durante 15 min a 4ºC, la fase acuosa se descartó y el precipitado se dejó secar a 
temperatura ambiente. El RNA obtenido se resuspendió en 30 µL de una solución libre 
de RNasa, RNA Storage Solution (Ambion, ref. AM7001) que minimiza la hidrólisis de 
RNA gracias a su bajo pH y a la acción del citrato de sodio como agente quelante. 
Las muestras de RNA se trataron con DNasa empleando el kit comercial Turbo 
DNA-free™ (Ambion, ref. AM1907) utilizando 2U de enzima DNase (1 µL) y 0,1 
volúmenes de tampón en función del volumen final, la mezcla se dejó incubar a 37ºC 
durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se añadió el reactivo de inactivación de la 
enzima en la misma proporción que el tampón, se incubó durante 2 min a temperatura 
ambiente y se agitó la mezcla varias veces para favorecer la reacción. El reactivo de 
inactivación se eliminó mediante centrifugación a 10.000 g durante 1,5 min, 
recuperando el sobrenadante. La concentración de RNA se estimó por 
espectrofotometría UV (ND-1000 de NanoDrop) que emplea la ecuación: 
Concentración del RNA (µg/mL) = Absorbancia a 260 nm x 40 
Para el RNA existe la relación 1 unidad de densidad óptica OD260 = 40 µg. 
La transcripción inversa de las muestras de glándula digestiva y branquia se 
llevó a cabo con SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen, ref. 18080-051). En la transcripción inversa se emplearon 2 µg de RNA 
total (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Componentes y concentración final de los reactivos 


















3.2.3.- Amplificación del fragmento inicial de los genes mrp mediante PCR. 
Se realizaron PCR (Polymerase Chain Reaction, Reacción en cadena de la 
polimerasa) con las muestras de cDNA obtenidas en el proceso de transcripción inversa. 
Los cebadores empleados en este estudio son los utilizados por Luedeking et al. (2005) 
en el mejillón Mytilus edulis (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Relación de cebadores utilizados en la PCR para obtener el fragmento inicial en el estudio 
de los genes mrp1 y mrp2 en Mytilus galloprovincialis. 
Cebador  Finalidad  Orientación  Secuencia (5' ‐ 3')  Amplicon (pb) 
mrp1 
    MR2‐F1  RT‐PCR amplificación  Sentido  AAAGACGGACTGGATCACCA 
    MR2‐R1  RT‐PCR amplificación  Antisentido  AAATTGGTCGGTGAGTCGAA  296 
mrp2 
    MRP King F  RT‐PCR amplificación  Sentido  GGTGGCGGTTGAAAGAGTAA 
    MRP King R  RT‐PCR amplificación  Antisentido  CCGAAATATAGCTTGGGACAA  250 
 
La PCR para el gen mrp1 se llevó a cabo en un volumen de 50 µL que contenía 
2 µL de cDNA de branquia (1,5 µg), 1 µL de cada cebador a una concentración de 10 
µM, 1 µL de dNTPs mix 10 mM de cada dNTP, 5 µL de 10X HotMasterTM Taq Buffer y 
1U HotMaster Taq DNA Polymerase (2 µL) (Eppendorf, ref. 0032002.676). El 
programa utilizado fue el siguiente: una desnaturalización inicial a 95ºC, 2 min; 30 
ciclos x (95ºC, 1 min; 58ºC, 1 min; 70ºC, 1 min) y un paso de extensión final de 70ºC, 2 
min.  
Para el gen mrp2 la reacción de PCR que se llevó a cabo fue la siguiente: 2 µL 
de cDNA de glándula digestiva (0,9 ng), 1 µL de cada cebador a una concentración de 
10 µM, 1 µL de dNTPs mix 10 mM de cada dNTP, 5 µL de 10X PCR Buffer, 3,5 µL de 
MgCl2 50 mM (a una concentración final de 3,5 mM), 1U Platinum
®Taq DNA 
Polymerase (0,2 µL) (Invitrogen, ref. 10966-026) para un volumen final de 50 µL. El 
programa utilizado fue el siguiente: una desnaturalización inicial a 94ºC, 2 min; 40 
ciclos x (94ºC, 30 s; 58ºC, 30 s; 72ºC, 1 min) y un paso de extensión final de 72ºC, 4 
min.  
Los tamaños esperados para los productos amplificados en ambas reacciones de 
PCR fueron de 296 pares de bases (pb) para el gen mrp1 y 250 pb para el gen mrp2. Los 
productos amplificados se separaron en un gel de agarosa D1 (Pronadisa, ref. 8008) al 
2% marcado con bromuro de etidio en concentración 0,5 µg/mL. 
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3.2.4.- Amplificación de los extremos 5’ y 3’ de cada cDNA. 
La técnica de la amplificación de los extremos 5’ y 3’ de cDNA (RACE), 
utilizando el kit SMARTer RACE cDNA Amplification (Clontech, ref. 634923), se 
realizó sobre los transcritos de los genes mrp1 y mrp2 para completar la pauta abierta de 
lectura de ambos genes. La técnica se basa en incluir en la síntesis de la cadena simple 
de cDNA una secuencia conocida (oligo SMARTer) que hibrida con unos cebadores 
universales que se utilizan en la amplificación por PCR de la secuencia interna. 
El procedimiento es diferente para crear el cDNA que amplifica en sentido 5’ 
(cDNA 5’) y el que amplifica en sentido 3’ (cDNA 3’). En la síntesis de cDNA 5’ se 
añade a la reacción además del oligo dT (5’-CDS Primer A), que contiene en su extremo 
3’ dos posiciones nucleotídicas degeneradas, el oligo SMARTer II A con una cola poli-
X (secuencia no revelada) en su extremo 3’. Tras la incubación de los oligos con el 
RNA se inicia el proceso de transcripción inversa. Cuando la enzima alcanza el extremo 
5’ del RNA añade residuos complementarios que son reconocidos por la cola poli-X del 
SMARTer II A oligo que sirve de molde para completar la síntesis de la cadena simple 
de cDNA 5’ incluyendo en el extremo la secuencia complementaria al SMARTer II A 
oligo (Figura 18). En la síntesis del cDNA 3’ se añade al RNA un oligo dT (3’-CDS 
Primer A) modificado que lleva incluido en el extremo 5’ la secuencia del SMARTer 
oligo. Durante la transcripción la secuencia SMARTer queda incorporada en el extremo 
3’ en la primera hebra de cDNA (Figura 19). 
La amplificación de las secuencias se realiza mediante PCR, el programa usado 
consistió en una desnaturalización inicial a 94ºC, 2 min y a continuación 40 ciclos a 
94ºC, 5 s; 65º ó 60ºC (dependiendo de los cebadores utilizados), 10 s; 72ºC, 2 min, 
terminando con un paso de extensión final a 72ºC durante 4 min. En las reacciones de 
PCR se utilizan cebadores diseñados en los fragmentos de secuencia conocida de ambos 
genes (mrp1 y mrp2) que amplificaran hacia el extremo 5’ ó 3’ y la mezcla de cebadores 
universales que reconoce la secuencia SMARTer incorporada en la secuencia de cDNA. 
Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 5 y se diseñaron utilizando el 
programa OligoAnalyzer 3.1 
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Los productos obtenidos 
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Figura 19. Diagrama detallado de la síntesis de cDNA 3’ empleando el kit SMARTer RACE cDNA 
Amplification (Clontech). 
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En el caso del gen mrp1, una zona de aproximadamente 2,3 kilobases (kb) en la 
que se encontró dificultad para obtenerla mediante amplificación del extremo 5’ del 
cDNA se consiguió empleando la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Los cebadores específicos utilizados se diseñaron a partir de la secuencia ABCC 
de Mytilus californianus (Luckenbach et al., 2008) (Tabla 5). Las dos reacciones de 
amplificación se realizaron en un volumen final de 50 µL, conteniendo 1-2 µL de 
cDNA, 1 µL de cada cebador a una concentración de 10 µM, 1 µL de dNTPs mix 10 
mM de cada dNTP, 5 µL de 10X PCR Buffer, 3,5 µL de MgCl2 50 mM (a una 
concentración final de 3,5 mM), 1U Platinum®Taq DNA Polymerase (0,2 µL) 
(Invitrogen, ref. 10966-026). Tras optimizar las condiciones de la reacción, el programa 
consistió en 45 ciclos de: 30 segundos a 94ºC (desnaturalización), 30 segundos a 63,7ºC 
para el fragmento cercano al extremo 3’ y 60,2ºC para el fragmento cercano al extremo 
5’ (hibridación) y 2 minutos a 72ºC (extensión). Los resultados de dichas 
amplificaciones fueron observados en geles de agarosa marcados con bromuro de etidio. 
 
3.2.5.- Ligación, clonación y secuenciación. 
Los productos obtenidos de las reacciones de RT-PCR y RACE-PCR se ligaron 
en el vector pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 20) utilizando el kit de clonación 
pGEM®-T Easy Vector System (Promega, ref. A1380). La ligación se realizó durante 
toda la noche a 4ºC y transcurrido ese tiempo, se transformaron células competentes de 
Escherichia coli de la cepa JM109 tras aumentar la permeabilidad de la membrana 
mediante choque térmico a 42ºC. Las bacterias competentes se crecieron en medio 
líquido SOC con agitación. Transcurridas dos horas, se realizaron los cultivos en placas 
de medio Luria-Bertani (LB) suplementadas con ampicilina (Sigma, ref. A9518), X-gal 
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido, Roche ref. 10745740001) e IPTG 
(isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido, Roche ref. 11411446001). Este medio selectivo 
permite una doble selección de las colonias recombinantes. En primer lugar crecen en 
un medio en presencia de ampicilina gracias a la resistencia que les concede el gen 
Ampr portado por el vector. Una segunda selección se basa en el color de las colonias 
que pueden ser blancas o azules. El vector pGEM®-T Easy porta el gen LacZ y la 
ligación de los insertos se produce a este nivel del vector. Las colonias azules 
corresponden a células transformadas con el vector que llevan el gen de la β-
galactosidasa funcional que metaboliza los sustratos X-Gal e IPTG dando lugar a un 
precipitado de color azul. Las colonias blancas corresponden a las células transformadas 
con el vector que lleva el gen de la β-galactosidasa no funcional por la inserción del 
fragmento de DNA dentro del mismo. De tal forma que si hay un inserto en el vector se 
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interrumpe la transcripción del gen que codifica la enzima y por tanto no hay cambio de 
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Figura 20. Mapa del Vector pGEM®-T Easy (Promega). El vector pGEM®-T Easy contiene un 
origen de replicación (ori), el gen de resistencia a la ampicilina (Ampr), el gen LacZ y un sitio de 
multiclonaje con varias dianas de restricción para distintas enzimas. 
 
 
Figura 21. Procedimiento de selección de colonias recombinantes que portan el inserto dentro del 
vector pGEM®-T Easy (Promega). 
 
Las colonias que en principio contienen el inserto se aíslan y se crecen en medio 
LB líquido/ampicilina durante toda la noche a 37ºC con agitación. Una vez comprobado 
el crecimiento (presencia de turbidez en el tubo) se procede a aislar el DNA plasmídico 
utilizando el kit GenEluteTM Plasmid Miniprep (Sigma, ref. PLN350). Este método se 
basa en someter el cultivo de E. coli recombinante a una lisis alcalina-SDS seguida por 
la adsorción del DNA sobre sílice en presencia de sales. Los contaminantes son 
eliminados posteriormente en un paso de lavado. Finalmente, el DNA se eluye en agua 
libre de RNasa. 
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La presencia del inserto en los clones se detectó por PCR utilizando la pareja de 
cebadores M13F: GTTTTCCCAGTCACGAC y M13R: GTCATAGCTGTTTCCTG. 
Esta PCR específica se basa en que a ambos lados del lugar donde se inserta el 
fragmento de interés el vector contiene la secuencia del Fago λ que coincide con los 
cebadores M13. Una vez identificados los clones positivos que contienen los 
fragmentos, los productos se preparan para la secuenciación con los cebadores M13F y 
M13R por el servicio de secuenciación Secugen del Centro de Investigaciones 
Biológicas (Madrid) en un secuenciador utilizando el kit ABI Prism dRhodamine 
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystem). 
 
3.2.6.- Análisis de las secuencias. 
Los cromatogramas de las secuencias nucleotídicas obtenidas se visualizaron 
utilizando los programas FinchTV version 1.4 (http://www.geospiza.com) y BioEdit 
Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 (Hall, 1999). Las secuencias finales, una vez 
se les ha eliminado los extremos del vector, se envían al programa ORF Finder 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) para localizar los marcos de lectura abierto 
(ORF). Localizado el ORF correcto, la secuencia proteica obtenida se compara con otras 
secuencias de las bases de datos EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory-
European Bioinformatics Institute) mediante el programa WU-blastp (Matriz 
Blossum62 y demás parámetros por defecto) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/wublast/) 
para verificar su similitud con las secuencias de la base de datos. 
Las secuencias parciales de DNA fueron editadas y ensambladas en el programa 
BioEdit con el programa CAP-Contig Assembly Program (Huang, 1992). El programa 
Conserved Domain Database CDD del NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml; Marchler-Bauer et al., 2011) se 
empleó para determinar la existencia de patrones o motivos conservados en la secuencia 
de aminoácidos de ambas proteínas. La búsqueda de dominios transmembrana se realizó 
con el programa Polyphobius (http://phobius.sbc.su.se/poly.html; Käll et al., 2005) a 
partir de la secuencia de aminoácidos de ambas proteínas. Para crear los alineamientos 
se usó el programa Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/; Larkin et 
al., 2007) del EBI. Después de la alineación de las secuencias proteicas se evaluó el 
porcentaje de conservación de los aminoácidos con el programa GeneDoc version 2.7 
(Nicholas et al., 1997) entre múltiples proteínas. Los análisis filogenéticos se realizaron 
con las secuencias aminoacídicas utilizando el método de máxima verosimilitud en el 
programa MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011) calculados en base a un valor de Bootstrap 
de 2.000 repeticiones.  




3.3.1.- Clonación de los cDNA que codifican para proteínas de la subfamilia 
ABCC y caracterización de dichas proteínas. 
A partir de las secuencias generadas en las reacciones de PCR y amplificación 
de extremos 3’ y 5’ se obtuvieron dos secuencias completas que codifican para dos 
proteínas transportadoras ABC en los tejidos de la glándula digestiva y branquia de M. 
galloprovincialis.  
La estrategia seguida para obtener la secuencia completa de los genes mrp1 y 
mrp2 se detalla en la Figura 22 así como las secuencias para cada fragmento pueden 
examinarse en las Figuras A1 y A2 del Anexo. La secuencia completa del gen mrp1 se 
obtuvo a partir de seis fragmentos de PCR, un fragmento amplificado en sentido 3’ (3’ 
RACE) y dos en sentido 5’ (5’ RACE). En el primer fragmento por PCR se emplearon 
los cebadores MR2-F1/MR2-R1 amplificando un fragmento de 296 pb a partir de la 
secuenciación de seis clones. Para completar la secuencia en sentido 3’ se realizó una 3’ 
RACE con el cebador MR2-F2 obteniendo un fragmento de 344 pb que permitió llegar 
a la zona 3’ no traducida, secuenciando 5 clones. En sentido 5’ se realizó primeramente 
una 5’ RACE consiguiendo un fragmento de 2.223 pb con el cebador MRP2 DGF (a 
partir de la secuenciación de 5 clones) que a su vez se confirmó con dos PCR utilizando 
los cebadores MRPPmAf/MRPPmAr y MRPPmBf/MRPPmBr amplificando dos 
fragmento de 1.346 pb y 1.380 pb respectivamente (obtenidos de secuenciar 5 clones 
para la primera pareja de cebadores y de 10 clones para la segunda pareja de cebadores). 
La secuencia en sentido 5’ avanzó con tres amplificaciones por PCR obteniendo un 
fragmento de 1.251 pb con los cebadores MRP C F2/MRP Luk R (a partir de 10 
clones), un fragmento de 1.171 pb con los cebadores MRP D F1/MRP D R1 (desde la 
secuenciación de 5 clones) y un fragmento de 1.035 bp con los cebadores MRP D 
F1/MRP D R2 (procedentes de secuenciar 7 clones). La secuencia se completó con una 
5’ RACE con el cebador MRP D R4 obteniendo un fragmento de 67 pb que alcanzó la 
zona 5’ no traducida, a partir de 4 clones.  
Por su parte la secuencia completa del gen mrp2 se consiguió realizando una 
PCR para obtener el fragmento inicial de 250 pb utilizando los cebadores MRP King 
F/MRP King R, secuenciando 7 clones. En sentido 3’ la secuencia se completó con una 
única 3’ RACE que amplificó un fragmento de 1.158 pb empleando el cebador MRP 
King Nested3 F y secuenciando 6 clones. La secuencia en sentido 5’ se completó con 
cuatro amplificaciones por 5’ RACE. El primer fragmento (1.176 pb) se obtuvo con el 
cebador MRP King Nested5 R (a partir de 7 clones), el siguiente fragmento de 917 pb 
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se consiguió con el cebador MRP King Nested5 R4 (desde la secuenciación de 5 
clones), el tercer fragmento de 1.094 pb se amplificó con el cebador MRP King Nested5 
R6 (para el cual se secuenciaron 10 clones) y un último fragmento que alcanzó a la zona 
5’ no traducida de 865 pb con el cebador MRP King Nested5 R8, a partir de la 
secuenciación de 17 clones. 
La secuencia completa del cDNA del gen mrp1 de M. galloprovincialis está 
compuesta por 4.648 pb y codifica para una proteína de 1.500 aminoácidos. Esta nueva 
secuencia se denominó mrp1 y fue enviada a la base de datos del EMBL Nucleotide 
Sequence Database con el número de acceso FM999810. Las regiones 5’ y 3’- no 
traducidas están formadas por 44 pb y 101 pb respectivamente. El peso molecular 
deducido de la proteína es de 169,52 kDa, sin tener en cuenta la glucosilación, y el 
punto isoeléctrico hipotético es de 6,89. Se localizaron los posibles sitios de N-
glucosilación indicados por la secuencia Asn-X-Thr/Ser (donde X puede ser cualquier 
aminoácido excepto la prolina) en la secuencia de la proteína MRP1. Los dos sitios de 
N-glucosilación se localizaron en las posiciones Asn971- Gly972- Thr973 y Asn975- Gly976- 
Thr977, correspondiendo al segmento extracelular del extremo amino del último dominio 
transmembrana (TMD2). La Figura 23 muestra la secuencia nucleotídica obtenida y la 
secuencia aminoacídica deducida de la proteína.  
La secuencia del cDNA para el gen mrp2 de M. galloprovincialis consta de 
5.065 pb que codifica para una proteína de 1.524 aminoácidos. La secuencia se nombró 
mrp2 y fue enviada a la base de datos del EMBL Nucleotide Sequence Database con el 
número de acceso HE599221. Las regiones 5’ y 3’ - no traducidas de esta proteína 
comprenden 36 pb y 453 pb respectivamente. El peso molecular deducido para la 
proteína MRP2 es de 173,38 kDa, sin tener en cuenta la glucosilación, y el punto 
isoeléctrico hipotético es de 7,55. Al igual que la anterior proteína, MRP2 presenta dos 
posibles sitios de N-glucosilación situados en las posiciones Asn344- Phe345- Thr346 y 
Asn990- Arg991- Thr992 que se corresponden con el segmento extracelular del extremo 
amino del dominio transmembrana 1 (TMD1) y del último dominio transmembrana 
(TMD2) respectivamente (Figura 24). 
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Figura 22 Estrategia de clonación para obtener las secuencia nucleotídicas de los genes mrp1 y 
mrp2 de Mytilus galloprovincialis. Las líneas indican las posiciones de los fragmentos obtenidos por 














































































































































































































































































































































     3  gaaaaacgatattgaaaaaaccccaaccagacgggacaaacgatggataacagtctttcggtatgcagttcacagttcagtttaatagat 
                                                  M  D  N  S  L  S  V  C  S  S  Q  F  S  L  I  D   
    93  tcagtaacaatagaaaagggaccatctttagcagaatggacacttgtgctgtttgttttagggacacctctccactttttgtatttcaaa 
        S  V  T  I  E  K  G  P  S  L  A  E  W  T  L  V  L  F  V  L  G  T  P  L  H  F  L  Y  F  K   
   183  cgcaatttgtcagtagctattgttcagtacaaattcattttagcaatattcatcacactattaggcatactaagtttatcctatggactg 
        R  N  L  S  V  A  I  V  Q  Y  K  F  I  L  A  I  F  I  T  L  L  G  I  L  S  L  S  Y  G  L   
   273  agagatattcatgacgttttgattggagaaaagtctcctggtggttttattttatcaattagtatagtgttgacaacgatattgatacac 
        R  D  I  H  D  V  L  I  G  E  K  S  P  G  G  F  I  L  S  I  S  I  V  L  T  T  I  L  I  H   
   363  gatgaatctcataaaacacagacgaagaaaaagagaaattacagatttttccacataattggacttttctgcagttttggaatttcgttt 
        D  E  S  H  K  T  Q  T  K  K  K  R  N  Y  R  F  F  H  I  I  G  L  F  C  S  F  G  I  S  F   
   453  gtttttatttttcaaaaacgaaaggatactgctgttgattttcagaataactgggaattacaactaacagagtggacaacaaaactatat 
        V  F  I  F  Q  K  R  K  D  T  A  V  D  F  Q  N  N  W  E  L  Q  L  T  E  W  T  T  K  L  Y   
   543  tgtgtgttgataagtgtgtacctgatagaatcagcaatacaggttttaaaacaggttctgggagcaaaccagtcttttgaaaagggtaaa 
        C  V  L  I  S  V  Y  L  I  E  S  A  I  Q  V  L  K  Q  V  L  G  A  N  Q  S  F  E  K  G  K   
   633  gcagacaaagacgtttccccagaaattaaggcatcttttttgtcacggctcacatggagttgggtaacgccatttgtactttttggatac 
        A  D  K  D  V  S  P  E  I  K  A  S  F  L  S  R  L  T  W  S  W  V  T  P  F  V  L  F  G  Y   
   723  agccataatctcgaaccgtcagatttatggcccttaaaacctgaacatgtatctactaatatcattcctattttcgataagtactgggaa 
        S  H  N  L  E  P  S  D  L  W  P  L  K  P  E  H  V  S  T  N  I  I  P  I  F  D  K  Y  W  E   
   813  gaggaggtagagaaagctacaagagagagacaatcccaagaaaagcgaacgattaagacaacaacaattactgttgagaaaaaagttcag 
        E  E  V  E  K  A  T  R  E  R  Q  S  Q  E  K  R  T  I  K  T  T  T  I  T  V  E  K  K  V  Q   
   903  gcaaacctccttcgttgtgttataagagcattggggcctgctttgttgctgtcagctttttacaaattattgtatcatttagccgagttc 
        A  N  L  L  R  C  V  I  R  A  L  G  P  A  L  L  L  S  A  F  Y  K  L  L  Y  H  L  A  E  F   
   993  acctttccctatatgataagactcctaattggcatagcaagagatggaaaagaagagatctggaaaggttacatactcgctatccttatg 
        T  F  P  Y  M  I  R  L  L  I  G  I  A  R  D  G  K  E  E  I  W  K  G  Y  I  L  A  I  L  M   
  1083  ttttctgtctcaatattcaaatcagttgttttgaatattcatattaatgaaacacaagaagcaggaaggagtaactgggtagctcttact 
        F  S  V  S  I  F  K  S  V  V  L  N  I  H  I  N  E  T  Q  E  A  G  R  S  N  W  V  A  L  T   
  1173  gctgccatttataaaaagactctgagactcactaatgcagctaagcaagattctactgtaggcgagatcatcaacttgatgtctgttgat 
        A  A  I  Y  K  K  T  L  R  L  T  N  A  A  K  Q  D  S  T  V  G  E  I  I  N  L  M  S  V  D   
  1263  gctgaaaagataggaaattgtatgtggagtgtcaatgaagtatgggccgttcctctgttattttcaatatctttttacttcctgtggcaa 
        A  E  K  I  G  N  C  M  W  S  V  N  E  V  W  A  V  P  L  L  F  S  I  S  F  Y  F  L  W  Q   
  1353  accttaggaccctcagtcttggttgggcttataattatactattattggtaccagttaattttgtgttgatgaggaaatcaaaacatttg 
        T  L  G  P  S  V  L  V  G  L  I  I  I  L  L  L  V  P  V  N  F  V  L  M  R  K  S  K  H  L   
  1443  caattggagagcatgaatttaaaagacgcaagaataaaaaagatgaatgaagtcttaaatggaattaaggttttaaagatgtatgcatgg 
        Q  L  E  S  M  N  L  K  D  A  R  I  K  K  M  N  E  V  L  N  G  I  K  V  L  K  M  Y  A  W   
  1533  gaggaatgttttgagaagcgcattttagaaattcgagacaaagaactacatatactagcaggacgaaaaggaattcaaaattggatgcat 
        E  E  C  F  E  K  R  I  L  E  I  R  D  K  E  L  H  I  L  A  G  R  K  G  I  Q  N  W  M  H   
  1623  gtgatatgggcaacgacgccttttatgatatctttgtgtaccttcggaacgtacgtgttaatggatgccaataatgtcatgtcagcagaa 
        V  I  W  A  T  T  P  F  M  I  S  L  C  T  F  G  T  Y  V  L  M  D  A  N  N  V  M  S  A  E   
  1713  aaggtgtttgtatctctatcactgttcaatatacttcaatattcactacatcttttaccacacgtcatcaactattttatccagacagct 
        K  V  F  V  S  L  S  L  F  N  I  L  Q  Y  S  L  H  L  L  P  H  V  I  N  Y  F  I  Q  T  A   
  1803  gtttctttaaaaagaatacaaaactttctgaacaacgaagagctggatacaagtataataacaagaaatactaattcagaatatggaata 
        V  S  L  K  R  I  Q  N  F  L  N  N  E  E  L  D  T  S  I  I  T  R  N  T  N  S  E  Y  G  I   
  1893  acagttgaagacggaacatttatttgggatacaaccatggaaccaactttgaaagacattacattcaaaataccacaaggatcacttgta 
        T  V  E  D  G  T  F  I  W  D  T  T  M  E  P  T  L  K  D  I  T  F  K  I  P  Q  G  S  L  V   
  1983  gcaatagtgggttccgtgggagcagggaagtcctcgttgttgtcagccatacttggagaaatggaatcagaaacagcgaaagttaatatt 
        A  I  V  G  S  V  G  A  G  K  S  S  L  L  S  A  I  L  G  E  M  E  S  E  T  A  K  V  N  I   
  2073  aagggttcgattgcatatgttgctcaacagccatggataatgaatacaagtttacaacaaaacattcttttcggagaagacctggacaag 
        K  G  S  I  A  Y  V  A  Q  Q  P  W  I  M  N  T  S  L  Q  Q  N  I  L  F  G  E  D  L  D  K   
  2163  aggaagtacgaattcattgtagatgcatcagctcttagaaaagacttagaagtgttacctggaggggaccaaacagaaattggcgaaaag 
        R  K  Y  E  F  I  V  D  A  S  A  L  R  K  D  L  E  V  L  P  G  G  D  Q  T  E  I  G  E  K   
  2253  ggcataaatttaagtggtggacaaaagcagagagtcagtttggcccgtgctgtgtatcagaatgctgacatatatttactggacgattct 
        G  I  N  L  S  G  G  Q  K  Q  R  V  S  L  A  R  A  V  Y  Q  N  A  D  I  Y  L  L  D  D  S   
  2343  ttaagtgctgttgacgcacatgttggcaaacacatttttgatgaaatcataggctcaaatgggcttttaaaagaaaagacaagaatactt 
        L  S  A  V  D  A  H  V  G  K  H  I  F  D  E  I  I  G  S  N  G  L  L  K  E  K  T  R  I  L   
  2433  gttacgcatggtttaaattacatacggaaagtcgacatcatcataacaatggtggatggccgaatcggagaaataggatcatttgatgaa 
        V  T  H  G  L  N  Y  I  R  K  V  D  I  I  I  T  M  V  D  G  R  I  G  E  I  G  S  F  D  E   
  2523  ctcactgaacacgatggaccttttgcaggattcatgaaaaattatttggcggaagaactgagtactgatgatgaacaaaacatagtttcg 
        L  T  E  H  D  G  P  F  A  G  F  M  K  N  Y  L  A  E  E  L  S  T  D  D  E  Q  N  I  V  S   
  2613  tacagaaaattagaaggaaaatcaaccactgacgagacaattatccatagtacacattcagatattgtacacagtataagtgataattca 
        Y  R  K  L  E  G  K  S  T  T  D  E  T  I  I  H  S  T  H  S  D  I  V  H  S  I  S  D  N  S   
  2703  aatataccaatagccagacagatgtcacgacagacgtcatgtgagagcgagtcatcggaagttttatcacataatacattagtacaggag 
        N  I  P  I  A  R  Q  M  S  R  Q  T  S  C  E  S  E  S  S  E  V  L  S  H  N  T  L  V  Q  E   
  2793  gagaatacagagtcaggatcggtaaaattaaacgtgattatgacctatgtaagagctgttggcgttaagattgtaatagttatattaaca 
        E  N  T  E  S  G  S  V  K  L  N  V  I  M  T  Y  V  R  A  V  G  V  K  I  V  I  V  I  L  T   
  2883  atgagtatggttcatgaagttgccgagatgtatttagatgtgtggcttagtaaatggacacgagaccatacaaacggaacagttaatgga 
        M  S  M  V  H  E  V  A  E  M  Y  L  D  V  W  L  S  K  W  T  R  D  H  T  N  G  T  V  N  G   
  2973  actcaaagaaacaggagacttggaatttatggagctataggactttttagaggtgtgtcaatctttattacggaaacctttgttacttat 
        T  Q  R  N  R  R  L  G  I  Y  G  A  I  G  L  F  R  G  V  S  I  F  I  T  E  T  F  V  T  Y   
 
Figura 23 Secuencia nucleotídica de mrp1 (A) y secuencia aminoacídica deducida de la proteína 
resultante (A y B) de Mytilus galloprovincialis. Los codones de inicio y fin están enmarcados en un 
rectángulo. Los dominios transmembrana (TMD0, TMD1 y TMD2) se indica en negrita y las hélices 
transmembrana aparecen subrayadas. Los dominios de unión al nucleótido (NBD) que contienen los 
motivos conservados: A-loop, Walker A/P-loop, Q-loop, Motivo C, Walker B, D-loop, H-
loop/Switch region aparecen marcados. Los sitios de N-glucosilación están sombreados en gris. La 
señal de poliadenilación aparece subrayada en rojo. 
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  3063  ggactgataaaggcaactagaaaactccataaaaatttgttacgtaacattctgagatcaccaatgagttttttcgataccacaccggta 
        G  L  I  K  A  T  R  K  L  H  K  N  L  L  R  N  I  L  R  S  P  M  S  F  F  D  T  T  P  V   
  3153  ggcaggattgtaaatcggttctcgaaggatatagaaaccatagacgacgaactgatctaccagtttaaagacgtggtcatatgtttgcta 
        G  R  I  V  N  R  F  S  K  D  I  E  T  I  D  D  E  L  I  Y  Q  F  K  D  V  V  I  C  L  L   
  3243  ttagttttgtgtaatacagtcatcattagcactgggacacctcagttcttatttataatgcttccagtcacggttgtgtatttcgcctta 
        L  V  L  C  N  T  V  I  I  S  T  G  T  P  Q  F  L  F  I  M  L  P  V  T  V  V  Y  F  A  L   
  3333  cagcgcttgtacgtttcgacatctcgacaattaaggacgatggcatcagcagctcgatcccctgtattttcacactttggggaaaccatt 
        Q  R  L  Y  V  S  T  S  R  Q  L  R  T  M  A  S  A  A  R  S  P  V  F  S  H  F  G  E  T  I   
  3423  tctggatgttcgacaatccgggcctttcaacaagagaaaagatttatgactgaatcagcacgtcgatttgatgaactcaacacacgtcgt 
        S  G  C  S  T  I  R  A  F  Q  Q  E  K  R  F  M  T  E  S  A  R  R  F  D  E  L  N  T  R  R   
  3513  tctcttgcacgatcagttgaaaagtggttacatatccgactagactggttaggaagcattatagtattgtgtgtttgcctgctagttgta 
        S  L  A  R  S  V  E  K  W  L  H  I  R  L  D  W  L  G  S  I  I  V  L  C  V  C  L  L  V  V   
  3603  gtaaataaggacgatatctcaccagggatagttggtttggctattacgtacgctttgaatgtgactaattgcatcgaatggttggtaaag 
        V  N  K  D  D  I  S  P  G  I  V  G  L  A  I  T  Y  A  L  N  V  T  N  C  I  E  W  L  V  K   
  3693  ttaactacgaatgcagaaacgaatattatatctctagagagaatcaaagaatactcagaaacacatacagaggctgattggatagtggaa 
        L  T  T  N  A  E  T  N  I  I  S  L  E  R  I  K  E  Y  S  E  T  H  T  E  A  D  W  I  V  E 
  3783  aataaaagaccagaacatgattggccaaacgaaggaaatgttgaaatggacaattatggtgttcgctatagggaaggtcttgaattagtt 
        N  K  R  P  E  H  D  W  P  N  E  G  N  V  E  M  D  N  Y  G  V  R  Y  R  E  G  L  E  L  V   
  3873  ttgaaaagcatctcatgtaaaatagctccatgtgaaaagattggtattgttggtcgaacaggagctgggaagtcctcattaaccatgggc 
        L  K  S  I  S  C  K  I  A  P  C  E  K  I  G  I  V  G  R  T  G  A  G  K  S  S  L  T  M  G 
  3963  ctgttcagaattatagaaaaagctcaaggacggattcttatagatgggatcgacatttctacgataggacttcatgatctgagatcaaag 
        L  F  R  I  I  E  K  A  Q  G  R  I  L  I  D  G  I  D  I  S  T  I  G  L  H  D  L  R  S  K   
  4053  attactattataccacaggatccagttttgttttctggaacaatgagaatgaacttggatccgtttgatgaatactctaacgaagacatt 
        I  T  I  I  P  Q  D  P  V  L  F  S  G  T  M  R  M  N  L  D  P  F  D  E  Y  S  N  E  D  I   
  4143  tggacagccctcaaccatgcacatctgaaagcctttgtgatcggtttaaaagacggactggatcaccattgttctgaaggaggagataac 
        W  T  A  L  N  H  A  H  L  K  A  F  V  I  G  L  K  D  G  L  D  H  H  C  S  E  G  G  D  N   
  4233  ctaagtgttggtcaacgacaattaatctgtcttgcaagagccttactgagaaagactaaaattttagtacttgatgaggcaaccgctgct 
        L  S  V  G  Q  R  Q  L  I  C  L  A  R  A  L  L  R  K  T  K  I  L  V  L  D  E  A  T  A  A   
  4323  gttgatttggaaacagatgaccttatacagaccaccattagaacagaatttgcagactgcactatactaactatagctcacagactcaat 
        V  D  L  E  T  D  D  L  I  Q  T  T  I  R  T  E  F  A  D  C  T  I  L  T  I  A  H  R  L  N   
  4413  acaataatggactatactagaattatggtattagattgtggacaaatcagggaattcgactcaccgaccaatttactattagataagaag 
        T  I  M  D  Y  T  R  I  M  V  L  D  C  G  Q  I  R  E  F  D  S  P  T  N  L  L  L  D  K  K   
  4503  agtatattttatggtatgtcaaaagatgccggcttggtgtcttgatgataatggtattaaagtctttgataaataggattttatgtaaaa 
        S  I  F  Y  G  M  S  K  D  A  G  L  V  S  *                 































     1  gaaacataatttaaaacgtgtagagatttgtgttcaatggatagattctgcaacgggaaacctctttgggattcaaatttgacatgggat 
                                            M  D  R  F  C  N  G  K  P  L  W  D  S  N  L  T  W  D   
    91  ggggattggccagaattcacggaatgttttcaggacaccattctggtgtggattacatcagggtggttatggaccaccgcacctttttac 
        G  D  W  P  E  F  T  E  C  F  Q  D  T  I  L  V  W  I  T  S  G  W  L  W  T  T  A  P  F  Y   
   181  gttatctatttagcacaactttcctctaccagatgtcagtggacatggaagacatatacaaaactggttcttacagttttgttattagca 
        V  I  Y  L  A  Q  L  S  S  T  R  C  Q  W  T  W  K  T  Y  T  K  L  V  L  T  V  L  L  L  A   
   271  ttacaatcaatggacgttgtcttcgctgtgagtaaactaacaaatgattggatgaaagcttcagtatttgcaccaatcatcgaaggaatt 
        L  Q  S  M  D  V  V  F  A  V  S  K  L  T  N  D  W  M  K  A  S  V  F  A  P  I  I  E  G  I   
   361  actctcattttgataatgatctatatagcgatggaaagacagaaaggtttagttacatccgggatactatttatttactggactcttagt 
        T  L  I  L  I  M  I  Y  I  A  M  E  R  Q  K  G  L  V  T  S  G  I  L  F  I  Y  W  T  L  S   
   451  ttactatccagcattattccattttactcaaagattatcaaaaaggaatatgaaacaaaactattcgaatttgttattttctatttatcc 
        L  L  S  S  I  I  P  F  Y  S  K  I  I  K  K  E  Y  E  T  K  L  F  E  F  V  I  F  Y  L  S   
   541  tttacttttaccgttattcaatggattctgaatagcatagcagaaaaccatctgcagcaaaaggacatgaacccagaacaagagtcttcg 
        F  T  F  T  V  I  Q  W  I  L  N  S  I  A  E  N  H  L  Q  Q  K  D  M  N  P  E  Q  E  S  S   
   631  tttttgtccagaataacatttagctggatgactagattgatgatgcaagggtacaagaaacctttaacagaagattctgtgttcggttta 
        F  L  S  R  I  T  F  S  W  M  T  R  L  M  M  Q  G  Y  K  K  P  L  T  E  D  S  V  F  G  L   
   721  aaacaaagagatacaagtcaagaagcctacagtagattttataacaattgggtcacagaatgtgcttcagcaagccatgaatatgaaaca 
        K  Q  R  D  T  S  Q  E  A  Y  S  R  F  Y  N  N  W  V  T  E  C  A  S  A  S  H  E  Y  E  T   
   811  gctaatcaccagtaccatttacaagaagcagagagtgagacctcgtacttattagtaaagtctcataaaaacataaaatctcagcagcac 
        A  N  H  Q  Y  H  L  Q  E  A  E  S  E  T  S  Y  L  L  V  K  S  H  K  N  I  K  S  Q  Q  H   
   901  cagaccaaaccatccctgattaaggttctctgtaggacgtttgctgtacaattatttattgccaatatttggaagattgtatatgatgta 
        Q  T  K  P  S  L  I  K  V  L  C  R  T  F  A  V  Q  L  F  I  A  N  I  W  K  I  V  Y  D  V   
   991  acgttgtttatctcaccatttcttttaaaaatgttaattgactatactgcagcatctaaggatccagaaatatcaaactttactcaggaa 
        T  L  F  I  S  P  F  L  L  K  M  L  I  D  Y  T  A  A  S  K  D  P  E  I  S  N  F  T  Q  E 
  1081  tggaagggctactctttagtggcggcattctttgttacaattctgatccagtcattaatgtttcatcagcagtctttctggagtatgacc 
        W  K  G  Y  S  L  V  A  A  F  F  V  T  I  L  I  Q  S  L  M  F  H  Q  Q  S  F  W  S  M  T   
  1171  ttgggaatgagggtcaaatcagctttgatgtcagctgtgtatcaaaaagcactaagaatgacgagcgaggcaagacagaactctactgtc 
        L  G  M  R  V  K  S  A  L  M  S  A  V  Y  Q  K  A  L  R  M  T  S  E  A  R  Q  N  S  T  V 
  1261  ggagagatagtcaacctaatgtctattgatgcacaaaatatacaggactttataagttatttttgggtgttatggtcatctccattacaa 
        G  E  I  V  N  L  M  S  I  D  A  Q  N  I  Q  D  F  I  S  Y  F  W  V  L  W  S  S  P  L  Q   
  1351  agttgttttagtctttatttcttgtatgacactatgggtcattccatgtggtcaggaattggtgttttacttatacttattccattaaat 
        S  C  F  S  L  Y  F  L  Y  D  T  M  G  H  S  M  W  S  G  I  G  V  L  L  I  L  I  P  L  N 
  1441  ggtttcgtcatatctaaaattcataaactacaggcacaacagatgaggcaaaaagatgaaaggataaaattactaagtgaagttttaaat 
        G  F  V  I  S  K  I  H  K  L  Q  A  Q  Q  M  R  Q  K  D  E  R  I  K  L  L  S  E  V  L  N   
  1531  ggaataaagattttaaagatgtatgcctgggaaatggcattcaaagataaagtgttaataattaggaacatggaactaaaaatacttttt 
        G  I  K  I  L  K  M  Y  A  W  E  M  A  F  K  D  K  V  L  I  I  R  N  M  E  L  K  I  L  F 
  1621  aaagctgctatttatagaatagttattattttttcaagagctgtagcaccatattttgtatcacttgcaacctttgctacctacatattt 
        K  A  A  I  Y  R  I  V  I  I  F  S  R  A  V  A  P  Y  F  V  S  L  A  T  F  A  T  Y  I  F   
  1711  atgtcatctgatcattacttagatgccaagaaagccttcgtcgccatttctttattcaacatactgagagttgctataagttttgctccg 
        M  S  S  D  H  Y  L  D  A  K  K  A  F  V  A  I  S  L  F  N  I  L  R  V  A  I  S  F  A  P 
  1801  atggcagtcaataaaactatcaaggcgagtgtttctttccaccgattgaataaatatctgaacagcaaagacctcaatccaactaatgtt 
        M  A  V  N  K  T  I  K  A  S  V  S  F  H  R  L  N  K  Y  L  N  S  K  D  L  N  P  T  N  V   
  1891  gtgcacaatactccaaaagatgatgcaattgtaatcgaagatggaaccttttcttgggatccagatggcgggaaatgcttcagaaacatc 
        V  H  N  T  P  K  D  D  A  I  V  I  E  D  G  T  F  S  W  D  P  D  G  G  K  C  F  R  N  I 
  1981  aacattactatacccgagaaaaagttagtagctgtagttggtcatgtagggtgtggaaaatcaagcttgctgtcttcaatattgggagat 
        N  I  T  I  P  E  K  K  L  V  A  V  V  G  H  V  G  C  G  K  S  S  L  L  S  S  I  L  G  D   
  2071  atgaccaaagtcaagggcagtgtgagagtaaagggtaaaatcagttatgtgccccagcaagcatggatacagaatgcaagtgtggtagac 
        M  T  K  V  K  G  S  V  R  V  K  G  K  I  S  Y  V  P  Q  Q  A  W  I  Q  N  A  S  V  V  D 
  2161  aatattttatttggttgtgaaatggatcagaagaagtataaagacgttatcgatgcgtgcgccctgcgaacagatttagatatattacca 
        N  I  L  F  G  C  E  M  D  Q  K  K  Y  K  D  V  I  D  A  C  A  L  R  T  D  L  D  I  L  P   
  2251  gcgtctgatcgtacagagttaggagaaaagggtattaatttaagtggaggccagaaacagagaattagtttagcccgagctgtataccat 
        A  S  D  R  T  E  L  G  E  K  G  I  N  L  S  G  G  Q  K  Q  R  I  S  L  A  R  A  V  Y  H 
  2341  gacacggacatctatctcctcgatgacccccttagttcagtagattctaatgttggtaaacatatctttgagaaagttattggtaacacc 
        D  T  D  I  Y  L  L  D  D  P  L  S  S  V  D  S  N  V  G  K  H  I  F  E  K  V  I  G  N  T   
  2431  ggactattatcggataagacgcgggttttggtaacccatggcttaagatggctgccatttgtagacaagattattgtaatggttgatgga 
        G  L  L  S  D  K  T  R  V  L  V  T  H  G  L  R  W  L  P  F  V  D  K  I  I  V  M  V  D  G 
  2521  tctatatcagaaataggaacttacgaagaactcctgtcacatgacggggcttttgcacagtttttgaaaatgtatatcatagaaacagca 
        S  I  S  E  I  G  T  Y  E  E  L  L  S  H  D  G  A  F  A  Q  F  L  K  M  Y  I  I  E  T  A   
  2611  gaagacgaggacgacccggaagaggagaaaataaaaactgatatatcacaaagacttatttctggcggatctggtgataactatgataga 
        E  D  E  D  D  P  E  E  E  K  I  K  T  D  I  S  Q  R  L  I  S  G  G  S  G  D  N  Y  D  R 
  2701  ttattagaaactcaaacagatgatgtaaaacttcttatgaagatatgcgagtccaaacgtctgagaaacggaagcaaactaagtcaggaa 
        L  L  E  T  Q  T  D  D  V  K  L  L  M  K  I  C  E  S  K  R  L  R  N  G  S  K  L  S  Q  E   
  2791  agctttgtagaagttcctgtacagaaaagtaaactcacaacggacgaaacaacagaggaaggacatgtacgtttaagcatttttataacc 
        S  F  V  E  V  P  V  Q  K  S  K  L  T  T  D  E  T  T  E  E  G  H  V  R  L  S  I  F  I  T 
  2881  tatgcaaaagccatcggactagttatagtggggattattctatttgtgtatgccctatatcaaatatcatcagtattagcgaatatatgg 
        Y  A  K  A  I  G  L  V  I  V  G  I  I  L  F  V  Y  A  L  Y  Q  I  S  S  V  L  A  N  I  W   
  2971  ttaagtcaatggacctccgattcggtgcttaccaacagaacacttggaaaacctgatagccatacatatatggcgaagaacaattattac 
        L  S  Q  W  T  S  D  S  V  L  T  N  R  T  L  G  K  P  D  S  H  T  Y  M  A  K  N  N  Y  Y 
 
Figura 24. Secuencia nucleotídica de mrp2 (A) y secuencia aminoacídica deducida de la proteína 
resultante (A y B) de Mytilus galloprovincialis. Los codones de inicio y fin están enmarcados en un 
rectángulo. Los dominios transmembrana (TMD0, TMD1 y TMD2) se indica en negrita y las hélices 
transmembrana aparecen subrayadas. Los dominios de unión al nucleótido (NBD) que contienen los 
motivos conservados: A-loop, Walker A/P-loop, Q-loop, Motivo C, Walker B, D-loop, H-
loop/Switch region aparecen marcados. Los sitios de N-glucosilación están sombreados en gris. 
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  3061  ctccttgtctatggtggatttggaattgctcaagctgtatttgttctcgtttttattggtatatttatggtgcgatcaatcacagctaca 
        L  L  V  Y  G  G  F  G  I  A  Q  A  V  F  V  L  V  F  I  G  I  F  M  V  R  S  I  T  A  T   
  3151  aagttactacacgaaaggcttcttcacagtgttatcaggtcaccaatgtcattttttgacaccactccttttggtagaattgtgaataga 
        K  L  L  H  E  R  L  L  H  S  V  I  R  S  P  M  S  F  F  D  T  T  P  F  G  R  I  V  N  R 
  3241  ttttctgccgatacagatacaatagataacgatttaccaactactgttcagaagtggttggaatgtgtttttcgagtgatttcaacactt 
        F  S  A  D  T  D  T  I  D  N  D  L  P  T  T  V  Q  K  W  L  E  C  V  F  R  V  I  S  T  L   
  3331  gtcgtcatatcatacagcacacctttattttgcgctgtgattgtcccgtttggagttgcatacttctttttgcagagattttatgtagcc 
        V  V  I  S  Y  S  T  P  L  F  C  A  V  I  V  P  F  G  V  A  Y  F  F  L  Q  R  F  Y  V  A 
  3421  acttcacgtcagttaaaaagacttcagtcgaagacgcgttccccaatttacagccatttcagcgaaactatctcaggtgccactgtaata 
        T  S  R  Q  L  K  R  L  Q  S  K  T  R  S  P  I  Y  S  H  F  S  E  T  I  S  G  A  T  V  I   
  3511  cgtgcttattgtgctgaaaaatcattcatcaaaacatcaaatgacagaataaatctaaatcaaagatttcaatatgcaattataagtgct 
        R  A  Y  C  A  E  K  S  F  I  K  T  S  N  D  R  I  N  L  N  Q  R  F  Q  Y  A  I  I  S  A 
  3601  aataggtggcttggaatccgacttgaattctttggaaatataattatatgttctgctgcattgttggctgtactgtcaagaggaagcata 
        N  R  W  L  G  I  R  L  E  F  F  G  N  I  I  I  C  S  A  A  L  L  A  V  L  S  R  G  S  I   
  3691  gaaggagcaatcgtcggattgtcgatttcctacgctttacagatgactgacaacttgaactggtttgttagaatgacaagtgatctcgaa 
        E  G  A  I  V  G  L  S  I  S  Y  A  L  Q  M  T  D  N  L  N  W  F  V  R  M  T  S  D  L  E 
  3781  acaaatattgtatcggttgaaagagtaaaggaatacactgatattcctgcagaggccgaactttataatgattataagcttcctgtaaat 
        T  N  I  V  S  V  E  R  V  K  E  Y  T  D  I  P  A  E  A  E  L  Y  N  D  Y  K  L  P  V  N   
  3871  acaaaccaacaaggcgttatagagtttcaacaatactccacaaggtacagagatggactaagtctggttttgaaaaatatcacctttaaa 
        T  N  Q  Q  G  V  I  E  F  Q  Q  Y  S  T  R  Y  R  D  G  L  S  L  V  L  K  N  I  T  F  K 
  3961  atagaaccaggagaaaaggttggaattgttggaagaactggtgcaggaaagacatcattgtcccaagctatatttcggttaatagaacct 
        I  E  P  G  E  K  V  G  I  V  G  R  T  G  A  G  K  T  S  L  S  Q  A  I  F  R  L  I  E  P   
  4051  acaaccggaagaataattgttgacggggaagatatatcaatgatgggcctacatgactgtagatctaaagtcaccgttctacctcaagat 
        T  T  G  R  I  I  V  D  G  E  D  I  S  M  M  G  L  H  D  C  R  S  K  V  T  V  L  P  Q  D 
  4141  ccagtgctattttctggaagtctccgcatgaacatagatccaatggaacaccacacagatgatcaaatatggcgagcattagaacatgca 
        P  V  L  F  S  G  S  L  R  M  N  I  D  P  M  E  H  H  T  D  D  Q  I  W  R  A  L  E  H  A   
  4231  catattaaggattttatacaacatttaccttctaaactcgattatgactgtggagagggaggccaaaatctcagcattggacaacgtcag 
        H  I  K  D  F  I  Q  H  L  P  S  K  L  D  Y  D  C  G  E  G  G  Q  N  L  S  I  G  Q  R  Q 
  4321  cttatatctcttgctaggagtattctccgtaaatcaaagatactgatattagatgaagctactgctgcggttgatatggaaaaggatgca 
        L  I  S  L  A  R  S  I  L  R  K  S  K  I  L  I  L  D  E  A  T  A  A  V  D  M  E  K  D  A   
  4411  ttaatacaacaaactataagagaggaattttcagaatgtactgttcttactattgcccatcgccttaatacagttatggactataacaga 
        L  I  Q  Q  T  I  R  E  E  F  S  E  C  T  V  L  T  I  A  H  R  L  N  T  V  M  D  Y  N  R 
  4501  attatggtactcgacaacggaaagataattcagtttgataccccagagaatttgttacgacatcctggtggattgttttatcaacttgca 
        I  M  V  L  D  N  G  K  I  I  Q  F  D  T  P  E  N  L  L  R  H  P  G  G  L  F  Y  Q  L  A   
  4591  aaggactctggaatcatctaattatcatatgaacaccaaatacttgatcatgtttacatggatcgtatctaaattgctgggctatataat 
        K  D  S  G  I  I  *           
  4681  caacatcttcatataaattaggatgcaatatcccgtttgtaatacaagttctacaaaagattaaaaatgtatagccaaactttcaaacca 
  4771  aatttttgtaccaaagaaacaatttggtaaacatttttaatatgtggaaacaatgaaggacttaataatttatcagttgtacatagatta 
  4861  tgtaaatcgaaatctataacgtcacttcacgtacgtttaaatttagaaaatctacatactattaggacacaagaaacaacactgtccaaa 
  4951  acataaaagtaacaacatggaaaagatatcgtttttttctgtcgtacatttttgtatagagtttccagtgtgaatctgaaatatccaaat 




























En eucariotas, la síntesis de una proteína se inicia con el reconocimiento del 
codón de iniciación ATG. Este codón suele estar normalmente incluido en la Secuencia 
consenso de Kozak o 5’-RCCATGG-3’ siendo R una purina (A, adenina o G, guanina) 
(Kozak, 1986, 1987, 1989, 1992, 1999, 2004). Dentro de esta secuencia, existen dos 
posiciones que determinan la eficiencia de la traducción, una guanina en posición +4 y 
una purina en posición -3 (preferiblemente una adenina). La traducción por los 
ribosomas es más eficaz cuando está presente una secuencia de Kozak óptima, es decir, 
un codón de iniciación óptimo (ATG) en un contexto óptimo (el ATG precedido 
directamente por RCC y seguido directamente por G). La secuencia de Kozak que rodea 
el codón de iniciación en el gen mrp1 muestra todas las características óptimas antes 
señaladas, una adenina en posición -3 y una guanina en posición +4 (secuencia mrp1: 
AcgATGG). En cuanto al gen mrp2, la secuencia que rodea al codón ATG solo 
contiene una de las dos posiciones críticas la guanina ubicada en la posición +4 
mientras que la posición -3 está ocupada por una timina (secuencia mrp2: tcgATGG). 
Aunque el codón de iniciación no se encuentra en el contexto idóneo, en ocasiones los 
ribosomas reconocen y usan secuencias de iniciación de la traducción no óptimas para 
iniciar la síntesis de proteínas. 
El análisis de las secuencias aminoacídicas de los genes con el programa 
Conserved Domain Database CDD mostró la organización estructural de los 
transportadores ABC. Ambos genes están compuestos por dos dominios de unión al 
nucleótido (NBD) y dos dominios transmembrana (TMD) además de un dominio 
transmembrana adicional (TMD0) que presentan algunos miembros de la subfamilia 
ABCC. Dentro de cada NBD se localizaron los motivos conservados característicos de 
todas las proteínas ABC: Walker A (también llamado P-loop), Walker B, motivo C y 
los A-, Q-, D- y H-loop (Figuras 23 y 24). 
La predicción de la estructura de los dominios transmembrana de las dos 
proteínas de membrana se llevó a cabo con el servidor Polyphobius. El programa 
permitió identificar los elementos de su estructura secundaria y su topología, es decir, el 
número y la orientación de los segmentos que atraviesan la bicapa lipídica. Tanto para 
la proteína MRP1 como MRP2 el programa predijo 17 segmentos transmembrana (α-
hélices) agrupados en tres dominios transmembrana, cinco segmentos (α-hélices) en el 
TMD0 y 6 segmentos (α-hélices) en cada uno de los TMD1 y TMD2. El extremo 
amino-terminal se localiza en posición extracelular mientras que el extremo carboxi-
terminal es citosólico. Debido al ambiente hidrofóbico dentro de la membrana celular, 
los segmentos transmembrana son hidrofóbicos separados por segmentos hidrofílicos y 
aquellos aminoácidos con carga positiva tienen preferencia por la parte citosólica 
(Figuras 23, 24 y 25). 





Figura 25. Topología de las proteínas MRP1 y MRP2 de Mytilus galloprovincialis en relación a la 
membrana con los dominios transmembrana (TMD) predichos por el algoritmo Polyphobius y los 
dominios de unión a nucleótido (NBD) empleando el programa CDD que muestran los motivos 
altamente conservados de los transportadores ABC. Los posibles sitios de N-glucosilación (NG) de 
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Las secuencias aminoacídicas de las proteínas MRP1 y MRP2 se compararon 
con las secuencias almacenadas en las bases de datos con el programa WU-blastp. Este 
análisis reveló que las secuencias de mejillón muestran una gran similitud con otras 
proteínas MRP de bivalvos y de vertebrados, lo que confirmó su identidad como 
transportadores ABC de la subfamilia ABCC. Una búsqueda de similitud con el 
programa WU-blastp mostró 85% de identidad con el mejillón Mytilus californianus 
ABCC; 50-34% de identidad con Crassostrea gigas Abcc1, Abcc4, Abcc5, Abcc7 y 
Abcc9; 50% de identidad con Daphnia pulex ABCC y; 48-49% de identidad con Homo 
sapiens ABCC1 y ABCC3 en el caso de MRP1 (Tabla 6). Las identidades de MRP2 
fueron de 44% con el mejillón Mytilus californianus ABCC; 53-34% con Crassostrea 
gigas Abcc1, Abcc4, Abcc5, Abcc7 y Abcc9; 44% con Daphnia pulex ABCC y; entre 
43-41% con Homo sapiens ABCC1, ABCC2 y ABCC3 (Tabla 7). 
El alineamiento llevado a cabo con otras proteínas ABCC descritas previamente 
en otros vertebrados e invertebrados marinos muestra una similitud mayor al 40%. 
Después de la alineación de las secuencias con Clustal W2 se editaron con el programa 
GeneDoc v.2.7 para localizar las regiones conservadas. La oscuridad del sombreado 
representa el porcentaje de conservación: negro, 100%; gris oscuro, 80%; y gris claro, 
60% (Figura 26). 
 
                  *        20         *        40         *        60         *        80        
Mg_MRP1: --------------------------------MDNSLSVCSSQFSLIDSVTIEKGPSLAEWTLVLFVLGTPLHFLYFKRN   48 
Mg_MRP2: ---------------MDRFCNGKP-----------LWDSNLTWDGDWPEFTECFQDTILVWITSGWLWTTAPFYVIYLAQ   54 
Mc_ABCC: --------------------------------MDNSLSVCNTQLSVQDSVTLVEGSYLSQWTPVLFVLAAPFHFLYFKRN   48 
Cg_MRP1: MHTPPQEPTPQLHRAWGQNLTGIPNVERQTLKRGNGKDTNLTWRNSWPQFTECFQNTVLIWVASGWLWVTSPFYLLYLMR   80 
Lg_ABCC: -------------------------------------DYEVTVNTTDPDFTPCFQKTVLTWTPCVFLIFSAIVRVISLYG   43 
Dp_ABCC: ----MGDNQTDQTSPLDSFC------------GSTFWDLEQTWNTNNPSFTECFHQTVLYWIPCGFIWLLAPYETYQILY   64 
Ci_ABCC: -------------MDFKQFC-----------GDEVFFDSNKVFNTTNPKFSHCFEKLVFDLGPCVYLWLFSIPYFLVTRN   56 
Dm_MRP1: ----MAD---DTSSPMDRFC------------GSTFWNATETWYTNDPDFTPCFEQTALVWTPCAFYWAFVIFDFYYLKA   61 
Hs_MRP1: -------------MALRGFC-SAD-------GSDPLWDWNVTWNTSNPDFTKCFQNTVLVWVPCFYLWACFPFYFLYLSR   59 
Hs_MRP2: --------------MLEKFC------------NSTFWNSS-FLDSPEADLPLCFEQTVLVWIPLGFLWLLAPWQLLHVYK   53 
Hs_MRP3: ---------------MDALCGSGE-------LGSKFWDSNLSVHTENPDLTPCFQNSLLAWVPCIYLWVALPCYLLYLRH   58 
                                                                                                  
                                                                                                  
 
Figura 26. Alineamiento de MRP1 y MRP2 con diferentes proteínas ABCC de otras especies. Las 
regiones conservadas aparecen sombreadas: negro, 100%; gris oscuro, 80%; y gris claro, 60%. 
Mg_MRP1: Mytilus galloprovincialis MRP1 (CAX46412); Mg_MRP2: Mytilus galloprovincialis 
MRP2 (CCD42045); Mc_ABCC: Mytilus californianus (ABS83557); Cg_MRP1: Crassostrea gigas 
MRP1 (EKC24314); Lg_ABCC: Lottia gigantea (protein ID: 107213); Dp_ABCC: Daphnia pulex 
(protein ID: 347281); Ci_ABCC: Ciona intestinalis (protein ID: 285893); Dm_MRP1: Drosophila 
melanogaster MRP1 (AAF53223); Hs_MRP1: Homo sapiens ABCC1 (AAB46616); Hs_MRP2: 









                  *       100         *       120         *       140         *       160        
Mg_MRP1: LSVA---------IVQYKFILAIFITLLGILSLSYGLRDIHDV----LIGEKSPGGFILSISIVLTTILIHDESHKTQTK  115 
Mg_MRP2: LSST---RCQWTWKTYTKLVLTVLLLALQSMDVVFAVSKLT----NDWMKASVFAPIIEGITLILIMIYIAMERQKGLVT  127 
Mc_ABCC: FQAS---------VVQYKFILAVFITLIGTLRISIGLRDIHDI----LFGEKSPDGLILSISIVLTTIIIQDESHKTQMK  115 
Cg_MRP1: QRND---PNPVTTKFVFKVVLTLCFLAICIIEIVTAVHDLSAI--NSYWKAWLIGPSIEALTLLLVLVYIFLERQKGFVT  155 
Lg_ABCC: VRKH---SITWTWLSKVRIFLGALIGIMNLMEFLYSLQEYADN--IILPVVYFLTPLVVFITMIIYCFMINFERRKGIRN  118 
Dp_ABCC: SNAR---YIPWSIFNISKMIINLLLIILSIISIIYAVIQSNNDVQIYTYDVYYVTPAILAATFVLTLGLMLAEKRRGIRS  141 
Ci_ABCC: SYHS---HIPVSALFKAKLLFTFILWALTWVDLGRGIWEWYNQ--IQILYVDLVTPLIVGVTMTIACFFIFFDRLKGVRS  131 
Dm_MRP1: SLDR---NIPWNKLNVSKALVNLGLLVITALDLIMALVKKGGDSELPLYDLDVWGPIIKFATFLLLFIFIPLNRKYGVQT  138 
Hs_MRP1: HDRG---YIQMTPLNKTKTALGFLLWIVCWADLFYSFWERSRG--IFLAPVFLVSPTLLGITTLLATFLIQLERRKGVQS  134 
Hs_MRP2: SRTK---RSSTTKLYLAKQVFVGFLLILAAIELALVLTEDSGQ--ATVPAVRYTNPSLYLGTWLLVLLIQYSRQWCVQKN  128 
Hs_MRP3: HCRG---YIILSHLSKLKMVLGVLLWCVSWADLFYSFHGLVHG--RAPAPVFFVTPLVVGVTMLLATLLIQYERLQGVQS  133 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       180         *       200         *       220         *       240        
Mg_MRP1: KKRNYRFFHIIGLFCSFGISFVFIFQKRKDTAVDFQ--NNWELQLTEWTTKLYCVLISVYLIESAIQVLKQVLGANQS--  191 
Mg_MRP2: SGILFIYWTLSLLSSIIPFYSKIIKKEYETKLF---------------EFVIFYLSFTFTVIQWILNSIAENHLQQ----  188 
Mc_ABCC: KKRKYRFFRIFGLFCSFGISSAYIIHKRTDTTVD----NKWELQLIEWTTQLYCVLISVYLIESVILVLKQVLGTDQS--  189 
Cg_MRP1: SGILFMYWTIANITYIIPFYRKIILKEYVDKPP---------------NFIVFNVYFGLCLIQWILFCTADKISRPEI--  218 
Lg_ABCC: CGFMFVFWLLYTICGLVIFRSKIRHAVLLNEVR------------DEVRFSIFIVCYPIVVVQLILSIFVDKQP------  180 
Dp_ABCC: SGPLFMFWFLLTLCGG-------FTYADRIKSIVDGMDS-----LETYPFVWEMVYYPFVVSMLFINCFADKEP------  203 
Ci_ABCC: SGLLTIFWILFILTWALVFRTKVQMLQNGNLSYG-----------DMMRVVTFFISYACIIAHFIMSFFVDLPPAHEPRD  200 
Dm_MRP1: TGCQFIFWFLLTVLSIPRCRTEVRLDAERQKILNSQQPSEQDFSWEEYQFVSFFIFFTFTSIMLILNCFADGMP------  212 
Hs_MRP1: SGIMLTFWLVALVCALAILRSKIMTALKEDAQV------------DLFRDITFYVYFSLLLIQLVLSCFSDRSP------  196 
Hs_MRP2: SWFLSLFWILSILCGTFQFQTLIRTLLQGDNSN-------------LAYSCLFFISYGFQILILIFSAFSENNE------  189 
Hs_MRP3: SGVLIIFWFLCVVCAIVPFRSKILLAKAEGEIS------------DPFRFTTFYIHFALVLSALILACFREKPP------  195 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       260         *       280         *       300         *       320        
Mg_MRP1: -----------FEKGKADKDVSPEIKASFLSRLTWSWVTPFVLFGYSHNLEPSDLWPLKPEHVSTNIIPIFDKYWEEEVE  260 
Mg_MRP2: ------------------KDMNPEQESSFLSRITFSWMTRLMMQGYKKPLTEDSVFGLKQRDTSQEAYSRFYNNWVTEC-  249 
Mc_ABCC: -----------FQKGNADKDVSPEIKASYLSQLTWSWVTPLVLHGYKHNLEQSDLWPLTPGNVSTNIIPIFEKYWEEEVE  258 
Cg_MRP1: ------------------EKECPDVRASFLSRITFWWMNSLMISGYKKPVTEGEIFQLNPREQSKTVIPRFEANWSKEKE  280 
Lg_ABCC: -----------KNLPDQPQISCPENSASFISKITFWWFTQLVIEGYKKALERKDLWSLNYVDTSSHIVQRFDKYWQYESQ  249 
Dp_ABCC: ---------LYMEGEGKSENPCPEEGSSFLNVITYSWLDTLVWKGYRKPLETGDLWDLNSRDKSKSVVPRFEKHWLKSLS  274 
Ci_ABCC: PFGDERTEEEIIADMKRRINTSPEVASSFISRMFFEWFSKMIMSGYKHPLVDKDLWDLNREDKSGRISKRFLKIWNEEKD  280 
Dm_MRP1: ---------RQTKYQ-RGENEIPELSASFLSRITYQWFDKMALKGYRNPLEEKDLWDLRPQDSCSEVMPIFAHHWNQNVR  282 
Hs_MRP1: ----------LFSETIHDPNPCPESSASFLSRITFWWITGLIVRGYRQPLEGSDLWSLNKEDTSEQVVPVLVKNWKKECA  266 
Hs_MRP2: ------------------SSNNPSSIASFLSSITYSWYDSIILKGYKRPLTLEDVWEVDEEMKTKTLVSKFETHMKRELQ  251 
Hs_MRP3: ----------FFSAKNVDPNPYPETSAGFLSRLFFWWFTKMAIYGYRHPLEEKDLWSLKEEDRSQMVVQQLLEAWRKQEK  265 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       340         *       360         *       380         *       400        
Mg_MRP1: KATR---------------------------ERQSQEKRTIKTTT-------------------ITVEKKVQANLLRCVI  294 
Mg_MRP2: ------------------------ASASHEYETANHQYHLQEAES-----ETSYLLVKS-HKNIKSQQHQTKPSLIKVLC  299 
Mc_ABCC: KATR---------------------------ERQSQEKRKIQTTT-------------------NNVEKQIKANLLNCII  292 
Cg_MRP1: KYRTVRSLKV-----------LVDSPGSANQNRPNCYTSIQEDTS-----EKTPLLQRDKTKKSEKEPEVIGPSLIKVII  344 
Lg_ABCC: CVSN---------------------------ENNDKIQFKDGQSY----------------TEIKNGQRTYKPRLLICLI  286 
Dp_ABCC: KQAK--------------------KPSEPKATYGAENGGVSFKPS----------------TSSKK-----IVSILPALC  313 
Ci_ABCC: KYVN--------------------TNENADDETATFESSDREVLI----------------ATPSSGKKVGKPSLFKAMV  324 
Dm_MRP1: KNYK--------------------NKARVEPKAQFSNGNVTFENP----------------HGEKNGRKKGMASIMPPIY  326 
Hs_MRP1: KTRKQPVKV------------VYSSKDPAQPKESSKVDANEEVEA----------------LIVKSPQKEWNPSLFKVLY  318 
Hs_MRP2: KARRALQRRQEKSSQQNSGARLPGLNKNQSQSQDALVLEDVEKKK----------------KKSGTKKDVPKSWLMKALF  315 
Hs_MRP3: QTAR--------------------HKASAAPGK----NASGEDEV----------------LLGARP-RPRKPSFLKALL  304 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       420         *       440         *       460         *       480        
Mg_MRP1: RALGPALLLSAFYKLLYHLAEFTFPYMIRLLIGIARDG-------KEEIWKGYILAILMFSVSIFKSVVLNIHINETQEA  367 
Mg_MRP2: RTFAVQLFIANIWKIVYDVTLFISPFLLKMLIDYTAASKDPEISNFTQEWKGYSLVAAFFVTILIQSLMFHQQSFWSMTL  379 
Mc_ABCC: RASGPALLLSAFYKLLYHFAEFAFPYILRLLIGITKDR-------KEDIWKGYILAILMFSVTIFKSVVLNLHIKETQEA  365 
Cg_MRP1: KTFGWEILHAQTFKLFYDGLVFVLPELLKYLIQFSKN--DPTDTTWREDWKGYVLAAGFFLTVILQSFFFHQLFFWGVGV  422 
Lg_ABCC: KTFGGFCLKAAIFKFIYDVLQFVSPQLLKLLINFTKDK-------DSYLWVGLFYAGCMFTVALIQSFILHQYFHGCFLL  359 
Dp_ABCC: KTFAPEFLLGALLKLIQDLLAFVSPQILSLLIGFVEDS-------TQESWKGYLYAAILTITAMTQTLILGQYFQRMFII  386 
Ci_ABCC: RAFGPYYLLGSVLKVINDLLTFVSPQLLSAMIAFTSAK-------YAPMWQGYVLAVLLFVTAILQSIVLQQYFHICFTV  397 
Dm_MRP1: KSFGGVFLFGALMKLFTDTLTFAQPQVLSLIISFVEAQD------AEPEWKGILYAVLLFVLAAAQTFILGQYFHRMFIV  400 
Hs_MRP1: KTFGPYFLMSFFFKAIHDLMMFSGPQILKLLIKFVNDT-------KAPDWQGYFYTVLLFVTACLQTLVLHQYFHICFVS  391 
Hs_MRP2: KTFYMVLLKSFLLKLVNDIFTFVSPQLLKLLISFASDR-------DTYLWIGYLCAILLFTAALIQSFCLQCYFQLCFKL  388 
Hs_MRP3: ATFGSSFLISACFKLIQDLLSFINPQLLSILIRFISNP-------MAPSWWGFLVAGLMFLCSMMQSLILQHYYHYIFVT  377 
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                  *       500         *       520         *       540         *       560        
Mg_MRP1: GRSNWVALTAAIYKKTLRLTNAAKQDSTVGEIINLMSVDAEKIGNCMWSVNEVWAVPLLFSISFYFLWQTLGPSVLVGLI  447 
Mg_MRP2: GMRVKSALMSAVYQKALRMTSEARQNSTVGEIVNLMSIDAQNIQDFISYFWVLWSSPLQSCFSLYFLYDTMGHSMWSGIG  459 
Mc_ABCC: GRSNWVALTAVIYKKTLRLTNAAKQDSTVGEIINLMSVDAEKIGNCVWSLNEVWAVPLLFSMAFYFLWQTLGSSVFVGLI  445 
Cg_MRP1: GLRIRACLVSAVYKKALTMNNQARKGATVGEIVNLMSVDTENIQNMIPYLWACWSSVLQIGVCLYFLYDTVKYAMFAGLG  502 
Lg_ABCC: GMRIRTAIVSAVYRKTLVLSNTSRKNSTVGEIVNLMSVDAQRFMDLMTYFHTIWSGPLQIAIAIYFLWQTLGPSILAGLG  439 
Dp_ABCC: GMQIRTSIVSSIYRKAIKISNSARKESTVGEIVNLMSVDAQRLMDLTTYLNMLWSAPLQIALAIYFLYQILGPSVFAGLG  466 
Ci_ABCC: GMRMRSAVVAAVYKKAMVLSNAARKESTIGEVVNLMSVDAQRFMDLMTYLNTVWSGPFQITLAIYFLWQTLGASVLAGLG  477 
Dm_MRP1: GLRIRTALINAIYRKALRISNSTKKESTVGEIVNLMAVDAQRFMELTTYLNMIWSAPLQIGLALYFLWQQLGPSVLAGLA  480 
Hs_MRP1: GMRIKTAVIGAVYRKALVITNSARKSSTVGEIVNLMSVDAQRFMDLATYINMIWSAPLQVILALYLLWLNLGPSVLAGVA  471 
Hs_MRP2: GVKVRTAIMASVYKKALTLSNLARKEYTVGETVNLMSVDAQKLMDVTNFMHMLWSSVLQIVLSIFFLWRELGPSVLAGVG  468 
Hs_MRP3: GVKFRTGIMGVIYRKALVITNSVKRASTVGEIVNLMSVDAQRFMDLAPFLNLLWSAPLQIILAIYFLWQNLGPSVLAGVA  457 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       580         *       600         *       620         *       640        
Mg_MRP1: IILLLVPVNFVLMRKSKHLQLESMNLKDARIKKMNEVLNGIKVLKMYAWEECFEKRILEIRDKELHILAGRKGIQNWMHV  527 
Mg_MRP2: VLLILIPLNGFVISKIHKLQAQQMRQKDERIKLLSEVLNGIKILKMYAWEMAFKDKVLIIRNMELKILFKAAIYRIVIIF  539 
Mc_ABCC: IVLLLVPVNFVLMRKSKQLQLESMDLKDARIKKMNEVLNGIKVLKMYAWEECFEKCILKIRDQELHILAKREGIQNWMHV  525 
Cg_MRP1: FLILLFPFNGVIMNMMQKLQKAKMKEKDNRIKLLTEVLNGIKILKLYAWEMSFKEKIEAIRNIELSLLKKESMIGLFFWF  582 
Lg_ABCC: VMILLIPINAVMANKTKEFQFEQMLLKDKRIKLMNEILNGIKVLKLYAWEPSFEEQVLGIRKEELYVLKKAAYLNAASSF  519 
Dp_ABCC: VMILLIPINGVLANATKKLQIQQMKYKDKRVKMMSEILSGIKVLKLYAWEPSFQAQVEDIRNKEIKVLKQAAYLSAGTSF  546 
Ci_ABCC: VMLFLIPINALIARKTHQLQVKQMKLKDERIKLMNEILNGIKVLKMYAWEMSFKEKVQTIRDKELSVLRTAAYLNAVGSF  557 
Dm_MRP1: VMIILIPVNGVIASRIKTYQIRQMKYKDERVKLMNEVLSGIKVLKLYAWEPSFEKQVLDIRDKEIATLRSTAYLNAGTSF  560 
Hs_MRP1: VMVLMVPVNAVMAMKTKTYQVAHMKSKDNRIKLMNEILNGIKVLKLYAWELAFKDKVLAIRQEELKVLKKSAYLSAVGTF  551 
Hs_MRP2: VMVLVIPINAILSTKSKTIQVKNMKNKDKRLKIMNEILSGIKILKYFAWEPSFRDQVQNLRKKELKNLLAFSQLQCVVIF  548 
Hs_MRP3: FMVLLIPLNGAVAVKMRAFQVKQMKLKDSRIKLMSEILNGIKVLKLYAWEPSFLKQVEGIRQGELQLLRTAAYLHTTTTF  537 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       660         *       680         *       700         *       720        
Mg_MRP1: IWATTPFMISLCTFGTYVLMDANNVMSAEKVFVSLSLFNILQYSLHLLPHVINYFIQTAVSLKRIQNFLNNEELDTSIIT  607 
Mg_MRP2: SRAVAPYFVSLATFATYIFMSSDHYLDAKKAFVAISLFNILRVAISFAPMAVNKTIKASVSFHRLNKYLNSKDLNPTNVV  619 
Mc_ABCC: IWATTPFTISLCTFGAYVFMDVNNVMSAEKVFVSLSLFNILQYSLHLVPHVINYFIQTAVSLKRIQNFLNNEELDTSIIT  605 
Cg_MRP1: SWILAPYMVSMLTFGVYVYSIDTHFLSPEVAFVAISLLNILRFAVNMAPWMMSEAVKAFVSLKRLNKFLNNDDIDLDCVS  662 
Lg_ABCC: TWTCAPVMVSLTTFAVYTLSSDENILDAEKAFVSLSLFNILRFPLSMLPQVITSIVQASVSLKRLDKFLGQPELDPVAVD  599 
Dp_ABCC: LWTCAPFLVTLATFAVYVTTDPSHILDAKKAFVSLTLFNLLRFPMSMFPMLVVSFVQASVSIKRLNKFMNADELDPESVS  626 
Ci_ABCC: TWVCAPFLVSLTSFAVYVLSDKTHALTAQKAFVSLSLFNILRFPLVMLPAVIAAIVQASVSLKRLSNFLGGDELDPDAVD  637 
Dm_MRP1: LWSCAPFLVSLVTFATYVLTSEANQLSVEKVLVSIALFDLMKLPLTILPMLSVDIAETQVSVNRINKFLNSEELDPNSVL  640 
Hs_MRP1: TWVCTPFLVALCTFAVYVTIDENNILDAQTAFVSLALFNILRFPLNILPMVISSIVQASVSLKRLRIFLSHEELEPDSIE  631 
Hs_MRP2: VFQLTPVLVSVVTFSVYVLVDSNNILDAQKAFTSITLFNILRFPLSMLPMMISSMLQASVSTERLEKYLGGDDLDTSAIR  628 
Hs_MRP3: TWMCSPFLVTLITLWVYVYVDPNNVLDAEKAYVSVSLFNILRLPLNMLPQLISNLTQASVSLKRIQQFLSQEELDPQSVE  617 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       740         *       760         *       780         *       800        
Mg_MRP1: RNTNSEY----GITVEDGTFIWDTTMEPTLKDITFKIPQGSLVAIVGSVGAGKSSLLSAILGEMESETAKVNIKGSIAYV  683 
Mg_MRP2: HNTPKDD----AIVIEDGTFSWDPDGGKCFRNINITIPEKKLVAVVGHVGCGKSSLLSSILGDMTKVKGSVRVKGKISYV  695 
Mc_ABCC: RNTDSEY----GITVEDGTFVWDTAMEPTLKNIRFKIPEGLLVAIVGSVGAGKSSLLSAILGEMESETAKVNIKGSIAYV  681 
Cg_MRP1: HDLERDD----TISIKDGTFMWDSEVGECLKNINLTVEEGSLVAIVGQVGAGKSSILSAILGEMMKVKGQVNVKGSVAYV  738 
Lg_ABCC: RHSDKGQ----TISIENGTFTWETDLKPTLSEIDLEIKKGSLVAVVGAVGAGKSSFLSALLGEMEKTSGTVAVQGSVAYV  675 
Dp_ABCC: HETT-AS----AINIEKGSFAWSQGEQPILKDINIEIKPGKLVAVVGQVGAGKSSLISAILGEMEKLGGKANTNGKIAYI  701 
Ci_ABCC: RSPNAPG---EVVEVENATFTWSKDEEPILKDINMSVPHGSLVAIVGQVGSGKSSLISALLGDMEKKAGSVAVKGSIAYV  714 
Dm_MRP1: HDSSKPH----PMSIENGEFSWG--DEITLRNINIEVKKGSLVALVGTVGSGKSSVVQAFLGEMEKLAGVVNTVGKLAYV  714 
Hs_MRP1: RRPVKDGGGTNSITVRNATFTWARSDPPTLNGITFSIPEGALVAVVGQVGCGKSSLLSALLAEMDKVEGHVAIKGSVAYV  711 
Hs_MRP2: HDCNFDK----AMQFSEASFTWEHDSEATVRDVNLDIMAGQLVAVIGPVGSGKSSLISAMLGEMENVHGHITIKGTTAYV  704 
Hs_MRP3: RKTISPG---YAITIHSGTFTWAQDLPPTLHSLDIQVPKGALVAVVGPVGCGKSSLVSALLGEMEKLEGKVHMKGSVAYV  694 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       820         *       840         *       860         *       880        
Mg_MRP1: AQQPWIMNTSLQQNILFGEDLDKRKYEFIVDASALRKDLEVLPGGDQTEIGEKGINLSGGQKQRVSLARAVYQNADIYLL  763 
Mg_MRP2: PQQAWIQNASVVDNILFGCEMDQKKYKDVIDACALRTDLDILPASDRTELGEKGINLSGGQKQRISLARAVYHDTDIYLL  775 
Mc_ABCC: AQQPWIMNTSLQQNILFGQDLDKKKYEYILDASALRKDLEVLPGGDQTEIGEKGINLSGGQKQRVSLARAVYQNADIYLL  761 
Cg_MRP1: PQQAWIQNNSVQNNILFSKPMRSDYYQQVIKACALQPDLEMLPSGDATEIGENGINLSGGQKQRVSLARAVYHDTDIYLL  818 
Lg_ABCC: QQQAWIQNETLQNNILFGKTLDKTVYDKVIYSCALQPDIEMLPGGDQTEIGEKGINLSGGQKQRVSVARALYQNTDIYLL  755 
Dp_ABCC: PQQAWIQNCSLRNNIMFGKTYNESVYNKVINACALKPDLAMLPGGDSTEIGEKGINLSGGQKQRVSLARSVYSDMDVYLL  781 
Ci_ABCC: AQQAWIQNLTVQDNILFGKPLDACLYQQTIEACELKEDFEMLPAGDQTEIGERGINLSGGQKQRVSIARAVYQDSDVYLF  794 
Dm_MRP1: PQQAWIQNATVRDNILFGQTYDRKRYNKVIDACALRADIDILSAGDLTEIGEKGINLSGGQKQRISLARAVYSDADLYLL  794 
Hs_MRP1: PQQAWIQNDSLRENILFGCQLEEPYYRSVIQACALLPDLEILPSGDRTEIGEKGVNLSGGQKQRVSLARAVYSNADIYLF  791 
Hs_MRP2: PQQSWIQNGTIKDNILFGTEFNEKRYQQVLEACALLPDLEMLPGGDLAEIGEKGINLSGGQKQRISLARATYQNLDIYLL  784 
Hs_MRP3: PQQAWIQNCTLQENVLFGKALNPKRYQQTLEACALLADLEMLPGGDQTEIGEKGINLSGGQRQRVSLARAVYSDADIFLL  774 
                                                                                                  
                                                                                                  
 











                                                                                                  
                  *       900         *       920         *       940         *       960        
Mg_MRP1: DDSLSAVDAHVGKHIFDEIIGSNGLLKEKTRILVTHGLNYIRKVDIIITMVDGRIGEIGSFDELTEHDGPFAGFMKNYLA  843 
Mg_MRP2: DDPLSSVDSNVGKHIFEKVIGNTGLLSDKTRVLVTHGLRWLPFVDKIIVMVDGSISEIGTYEELLSHDGAFAQFLKMYII  855 
Mc_ABCC: DDSLSAVDAHVGKHIFDKIIGSNGLLKEKTRILVTHGLNFIRKVDIIITMVDGQIGEIGSFDELTGHDGPFAGFMKTYMA  841 
Cg_MRP1: DDPLSAVDSNVGKHLFDQVIGNTGLLKNKTRVLVTHGIHWLPKVDKIVVLTNGCITEVGTYEELLNHAGPFAEFLTAYLT  898 
Lg_ABCC: DDPLSAVDSHVGKHIFDNVIGPNGLLNNKTRVLVTHGISYLPKVDKIVVLVDGRISEAGSFQELLDHNGAFSSFLKNYLL  835 
Dp_ABCC: DDPLSAVDSHVGKHIFDEVIGPKGLLKAKTRLLVTHGITFLPQVDQIIVLKNGEVSEVGSYKELLAQKGAFAEFLLQHLE  861 
Ci_ABCC: DDPLSAVDAHVGKNIFDNVLGPRGCLRKKTRLLVTHGVSFLPQVDKIIVLVGGRISEVGNYDELLEKNGDFAEFLRNYAQ  874 
Dm_MRP1: DDPLSAVDAHVGKHIFEEVIGPKGILARKSRVLVTHGVTFLPQVDSIYVIKMGEISESGTFDQLVKNKGAFADFIIQHLQ  874 
Hs_MRP1: DDPLSAVDAHVGKHIFENVIGPKGMLKNKTRILVTHSMSYLPQVDVIIVMSGGKISEMGSYQELLARDGAFAEFLRTYAS  871 
Hs_MRP2: DDPLSAVDAHVGKHIFNKVLGPNGLLKGKTRLLVTHSMHFLPQVDEIVVLGNGTIVEKGSYSALLAKKGEFAKNLKTFLR  864 
Hs_MRP3: DDPLSAVDSHVAKHIFDHVIGPEGVLAGKTRVLVTHGISFLPQTDFIIVLADGQVSEMGPYPALLQRNGSFANFLCNYAP  854 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
Mg_MRP1: EELSTDDEQNIVSYRKLEGKSTTDETIIHS----------THSDIVHSISD------NSNIPIARQMSRQTSCESESSEV  907 
Mg_MRP2: ETAEDED-DPEEEKIKTDISQRLISGGSGD---NYDRLLETQTDDVKLLMK-------ICESKRLRNGSKLSQESFVEVP  924 
Mc_ABCC: EELSTKDAQNKDSYRTLEGIPTNDETMIHS----------SHSDIVHSISD------NSNIPIARQMSRQTSCESESSEV  905 
Cg_MRP1: NDKEESDEDPEVRKTKEMILQRLVSVTSDE---DGDGRRISESESEKGLLL-------RQKSVTVKEDK---TEDKSRIQ  965 
Lg_ABCC: EEVGGDREN-----ISRNTFYVLIYRSYEN-----------LALKTQLSES----RTSLKESVLKEVEK----QRVEEVK  891 
Dp_ABCC: EEGADEDDIPDELAEIKQELENTMGKEEFARQISRQRATSETQSQNSENAESKPMIASPDRSLSSGGSLRRRSSAKD-RK  940 
Ci_ABCC: QDSDSEEEDELLTPSSPTITNDQFEPDVDADEAG-----SADTIASRKFQR----QSSRKISFGRQRSR--VSSSENPCR  943 
Dm_MRP1: EGNEEEE----ELNQIKRQISSTADVPELLGTVEKAIKLARTESLSDSIS-----VTSADSLMGGGGSLRRRTKRQDSHD  945 
Hs_MRP1: TEQEQDAEENGVTGVSGPGKEAKQMENGML----------VTDSAGKQLQR----QLSSSSSYSGDISR-----HHNSTA  932 
Hs_MRP2: HTGPEEEATVHDGSEEEDDDYGLISSVEEIPEDAASITMRRENSFRRTLSR-------SSRSNGRHLKSLRNSLKTRNVN  937 
Hs_MRP3: DEDQGHLEDSWTALEGAEDKEALLIEDTLSNHTDLTDNDPVTYVVQKQFMR----QLSALSSDGEGQGRPVPRRHLGPSE  930 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
Mg_MRP1: LSHN-------------------TLVQEENTESGSVKLNVIMTYVRAVGVKIVIVILTMSMVHEVAEMYLDVWLSKWTRD  968 
Mg_MRP2: V-------------------QKSKLTTDETTEEGHVRLSIFITYAKAIGLVIVGIILFVYALYQISSVLANIWLSQWTSD  985 
Mc_ABCC: LLHN-------------------NLVQEENTESVSVKLSVIMTYARAVGFKVALVILAINMVHEVAEMYLDVWLSKWTQD  966 
Cg_MRP1: K-------------------GSHKLIEEEKAEIGNVKLGVFLTYARAIGMPYFALYMVLYIMFMGVSIFSNTWISYWTED 1026 
Lg_ABCC: DVK----------EIKSAVKTDDKLIQAESVETGRVKFTVFSAYIKAVGPLLTVFIIFFFIMTNAAAIYSNIWLSEWSDD  961 
Dp_ABCC: SVDG-------GAPAAKPN--NTKLIEAEKTETGKVNSQVYVHYLQSVGGWLSFITLILYMIYQGFAVYSNIWLAKWSEA 1011 
Ci_ABCC: KLKRKKTDRDIDIAAQKKKEKENKLMTTETAETGNIKFSVVVSYMRSVGYLVCFIIAMAYALQNAAQVYSSIWLSDWSND 1023 
Dm_MRP1: SVAS-------AASLKKKQEVEGKLIETEKSQTGGVEFAVYKHYIKSVGIFLSVATLVLNFVFQAFQIGSNLWLTQWAND 1018 
Hs_MRP1: ELQ----------KAEAKKEETWKLMEADKAQTGQVKLSVYWDYMKAIGLFISFLSIFLFMCNHVSALASNYWLSLWTDD 1002 
Hs_MRP2: SLKE-----------DEELVKGQKLIKKEFIETGKVKFSIYLEYLQAIGLFSIFFIILAFVMNSVAFIGSNLWLSAWTSD 1006 
Hs_MRP3: KVQ----------VTEAKADG--ALTQEEKAAIGTVELSVFWDYAKAVGLCTTLAICLLYVGQSAAAIGANVWLSAWTND  998 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
Mg_MRP1: HTNGTVNGTQ---------RNRRLGIYGAIGLFRGVSIFITETFVTYGLIKATRKLHKNLLRNILRSPMS-FFDTTPVGR 1038 
Mg_MRP2: SVLTNRTLGKPDSHTYMAKNNYYLLVYGGFGIAQAVFVLVFIGIFMVRSITATKLLHERLLHSVIRSPMS-FFDTTPFGR 1064 
Mc_ABCC: HTNGTVNETQ---------RNMRLGIYGAIGLFRGVSIFVTETFVTYGLIKATRKLHRDLLRNILRSPMS-FFDTTPVGR 1036 
Cg_MRP1: QTLNNVTVLG-NSSLRREKNDYYFGVY-------AALIVLIQLIFVYRTIIASRSLHQRMLHNIVRSPMS-FFDTTPTGR 1097 
Lg_ABCC: SILPNSTRFD-------YQRDMRLGVYAALGVLQGLFVLIAVLLKAIGARDASKILHKNFLLNVMRSPMK-FFDTTPLGR 1033 
Dp_ABCC: GNTTVGNHTV------EQQRDIYLGVYGALGLGQSIFLLIGTITISLGCLQASAILHEGMIARTFRLPMS-HFDTTPIGR 1084 
Ci_ABCC: PQNPDGTQN---------GTALRLGVYGALGMTQALMVLASAFSLSYGSVIASTILHSKMLVRIFRAPMS-FFDTTPLGR 1093 
Dm_MRP1: QN--VANDTG--------LRDMYLGVYGAFGFGQGVLAYFAVVIVYLGGFQAAKTIHNELLAVIIRGSVCRFFDITPIGR 1088 
Hs_MRP1: P-IVNGTQE---------HTKVRLSVYGALGISQGIAVFGYSMAVSIGGILASRCLHVDLLHSILRSPMS-FFERTPSGN 1071 
Hs_MRP2: SKIFNSTDYP------ASQRDMRVGVYGALGLAQGIFVFIAHFWSAFGFVHASNILHKQLLNNILRAPMR-FFDTTPTGR 1079 
Hs_MRP3: A-MADSRQN---------NTSLRLGVYAALGILQGFLVMLAAMAMAAGGIQAARVLHQALLHNKIRSPQS-FFDTTPSGR 1067 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
Mg_MRP1: IVNRFSKDIETIDDELIYQFKDVVICLLLVLCNTVIISTGTPQFLFIMLPVTVVYFALQRLYVSTSRQLRTMASAARSPV 1118 
Mg_MRP2: IVNRFSADTDTIDNDLPTTVQKWLECVFRVISTLVVISYSTPLFCAVIVPFGVAYFFLQRFYVATSRQLKRLQSKTRSPI 1144 
Mc_ABCC: IVNRFSKDIETIDDQLIYQFKDVVICLFLVVCNTVVISTGTPHFLFIMLPVTVVYFALQRLYVSTSRQLRMMASAARSPI 1116 
Cg_MRP1: IVNRFSDDISTIDGELPNTFFMFMDSLLMVVGALVVISFSTPVFMTVILPLGILYFLVQRFYITTSRQLKRLESKTRSPI 1177 
Lg_ABCC: LVNRFGKDVDVIDITIPQTIRMWLHCFLTVVSTFVVVSISTPYFMTVAIPLLILYYFIQRFYIATSRQLKRLESISRSPI 1113 
Dp_ABCC: IVNRFAKDVDVVDNLIPSSIRTALLCFLSVISTILVIGLGTPIFFAVAVPIGVLYYWIQNVYVATSRQLKRLESVSRSPI 1164 
Ci_ABCC: IVNRFSKDIYLIDEVIPRSFTGLFMTGFQCLSTFVVIVYSTPIFAAVVVPLLILYYFVQRFYIRTSRQLKRLESISRSPI 1173 
Dm_MRP1: LLNSFSGDMDVVDEELPATMDSFMTFIFMVLATIVVISLSTPIFLAVIVPIAFLYYFAQRFYVATSRQLMRLESVSRSPI 1168 
Hs_MRP1: LVNRFSKELDTVDSMIPEVIKMFMGSLFNVIGACIVILLATPIAAIIIPPLGLIYFFVQRFYVASSRQLKRLESVSRSPV 1151 
Hs_MRP2: IVNRFAGDISTVDDTLPQSLRSWITCFLGIISTLVMICMATPVFTIIVIPLGIIYVSVQMFYVSTSRQLRRLDSVTRSPI 1159 
Hs_MRP3: ILNCFSKDIYVVDEVLAPVILMLLNSFFNAISTLVVIMASTPLFTVVILPLAVLYTLVQRFYAATSRQLKRLESVSRSPI 1147 
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                  *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
Mg_MRP1: FSHFGETISGCSTIRAFQQEKRFMTESARRFDELNTRRSLARSVEKWLHIRLDWLGSIIVLCVCLLVVVNKD--DISPGI 1196 
Mg_MRP2: YSHFSETISGATVIRAYCAEKSFIKTSNDRINLNQRFQYAIISANRWLGIRLEFFGNIIICSAALLAVLSRG--SIEGAI 1222 
Mc_ABCC: FSHFGETISGCSTIRAFQQEERFMIESARRFDVLNTRRSLARSVEKWLHIRLDWLGSIIVLCVCLLVVVNKD--DISPGI 1194 
Cg_MRP1: YSHFGETVTGASVIRAFGLQGEFILESQKRVDTNQVFTFASNTANRWLGFRLELLGNFVVLAAAIFAVLARG--SIQGGI 1255 
Lg_ABCC: YSHFGETVTGAVTIRAFGQQERFITESENKVDENQICYFPSITSNRWLAIRLEFIGNLIVFFASLFAVLGRE--SLSPGI 1191 
Dp_ABCC: YSHFGETLTGATVIRAYGQEQRFIKESESRVDLNQICYYPSIVANRWLSIRLETIGNLVVLFASLFAVIEREKGTMDPGY 1244 
Ci_ABCC: YSHFSETIAGVSTIRAYGLQKGFTRENELKLDTNQMAYYPNITSNRWLALRLEIVGNLIVLFAAVFAVVEKNNGSVNAGV 1253 
Dm_MRP1: YSHFSETVTGASTIRAYNVGDRFIEESDAKVDKNQVCKYPSVIANRWLAIRLEMVGNLIILFASLFAVLG---GQTNPGL 1245 
Hs_MRP1: YSHFNETLLGVSVIRAFEEQERFIHQSDLKVDENQKAYYPSIVANRWLAVRLECVGNCIVLFAALFAVISRH--SLSAGL 1229 
Hs_MRP2: YSHFSETVSGLPVIRAFEHQQRFLKHNEVRIDTNQKCVFSWITSNRWLAIRLELVGNLTVFFSALMMVIYRD--TLSGDT 1237 
Hs_MRP3: YSHFSETVTGASVIRAYNRSRDFEIISDTKVDANQRSCYPYIISNRWLSIGVEFVGNCVVLFAALFAVIGRS--SLNPGL 1225 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
Mg_MRP1: VGLAITYALNVTNCIEWLVKLTTNAETNIISLERIKEYSETHTEADWIVEN-KRPEHDWPNEGNVEMDNYGVRYREGLEL 1275 
Mg_MRP2: VGLSISYALQMTDNLNWFVRMTSDLETNIVSVERVKEYTDIPAEAELYNDY-KLPVN-TNQQGVIEFQQYSTRYRDGLSL 1300 
Mc_ABCC: VGLAITYALNVTNCIEWLVKLTTNVGTNIISLERIKEYSETPTEADWIVEN-KRPEHDWPNEGKVEMDNYGVRYREGLEL 1273 
Cg_MRP1: VGLSISYALQITENLNWFVRMISQLETNVVAVERVSEYTKTPVEADLINEF-QRPMPGWPSKGVVEFKNYSTRYRSGLDL 1334 
Lg_ABCC: VGLSISYALNVTQTLNFLVRMTCELETNIVAVERVKEYSETPTEADWIVEN-NRPDKEWPIKGEVEFSNFQLRYREGLDL 1270 
Dp_ABCC: VGLSITYALSITQTLNWFMRMTSEVETNIVAVERIKEYSEAVQEASWDHGK-REPPNSWPDKGKVSFEKYEVRYREGLDL 1323 
Ci_ABCC: VGLSISYALQVTMMLNWLVRQASELETNIVAVERVEEYSSVDQEAPLTIES-TRPPSNWPTRGEIKFEHYSTRYREGLDL 1332 
Dm_MRP1: VGLSVSYALQVTQTLNWLVRMSSDIETNIVSVERIKEYGETKQEAPWELEQDKNKPKNWPQEGRVEFQNFQVRYREGLDL 1325 
Hs_MRP1: VGLSVSYSLQVTTYLNWLVRMSSEMETNIVAVERLKEYSETEKEAPWQIQE-TAPPSSWPQVGRVEFRNYCLRYREDLDF 1308 
Hs_MRP2: VGFVLSNALNITQTLNWLVRMTSEIETNIVAVERITEYTKVENEAPWVTDK--RPPPDWPSKGKIQFNNYQVRYRPELDL 1315 
Hs_MRP3: VGLSVSYSLQVTFALNWMIRMMSDLESNIVAVERVKEYSKTETEAPWVVEG-SRPPEGWPPRGEVEFRNYSVRYRPGLDL 1304 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
Mg_MRP1: VLKSISCKIAPCEKIGIVGRTGAGKSSLTMGLFRIIEKAQGRILIDGIDISTIGLHDLRSKITIIPQDPVLFSGTMRMNL 1355 
Mg_MRP2: VLKNITFKIEPGEKVGIVGRTGAGKTSLSQAIFRLIEPTTGRIIVDGEDISMMGLHDCRSKVTVLPQDPVLFSGSLRMNI 1380 
Mc_ABCC: VLKSISCKIAPCEKIGIVGRTGAGKSSLTMGLFRILEKAQGCIVIDGIDISTIGLHDLRSKITIIPQDPVLFSGTMRMNL 1353 
Cg_MRP1: VLKNINFKVNVAEKVGIVGRTGAGKSSLTLALFRLIEPTSGSIVIDDENLSYLGLHDSRSRLTILPQDPVLFSGTLRMNL 1414 
Lg_ABCC: VLKGIDCKIKSGEKIGIVGRTGAGKSSLTLALFRIIESAGGKITIDNINIADIGLHDLRSKLTIIPQDPVLFSGSLRMNL 1350 
Dp_ABCC: VIKGITCDIQGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLALFRIIEAASGKITIDGLDIADLGLHALRSRLTIIPQDPVLFSGTLRMNL 1403 
Ci_ABCC: VVKDISVDILGGEKVGIVGRTGAGKSSMTLALFRIIESAGGQITIDGKQISTLGLEDLRSKLSIIPQDPVLFSGSLRMNL 1412 
Dm_MRP1: VLRGVSFNIQGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLALFRIIEAAGGRISIDGVDIASMGLHMLRSRLTIIPQDPVLFSGSLRINL 1405 
Hs_MRP1: VLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLGLFRINESAEGEIIIDGINIAKIGLHDLRFKITIIPQDPVLFSGSLRMNL 1388 
Hs_MRP2: VLRGITCDIGSMEKIGVVGRTGAGKSSLTNCLFRILEAAGGQIIIDGVDIASIGLHDLREKLTIIPQDPILFSGSLRMNL 1395 
Hs_MRP3: VLRDLSLHVHGGEKVGIVGRTGAGKSSMTLCLFRILEAAKGEIRIDGLNVADIGLHDLRSQLTIIPQDPILFSGTLRMNL 1384 
                                                                                                  
                                                                                                  
                  *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
Mg_MRP1: DPFDEYSNEDIWTALNHAHLKAFVIGLKDGLDHHCSEGGDNLSVGQRQLICLARALLRKTKILVLDEATAAVDLETDDLI 1435 
Mg_MRP2: DPMEHHTDDQIWRALEHAHIKDFIQHLPSKLDYDCGEGGQNLSIGQRQLISLARSILRKSKILILDEATAAVDMEKDALI 1460 
Mc_ABCC: DPFDEYSNEDIWTALNHAHLKAFVIGLKDGLDHQCSEGGDNLSVGQRQLICLARALLRKTRILVLDEATAAVDLETDDLI 1433 
Cg_MRP1: DPMDSYNDQTLWGALEHAHLKDFVEGLPSALEYDCGEGGQNLSVGQRQLLCLARALLRKTKILILDEATAAVDMETDELI 1494 
Lg_ABCC: DPFEEFDDDKIWQALEHAHLKSFVTSLPAQLNHECSEGGENLSVGQRQLICLSRALLRKSRILILDEATAAIDLETDDLI 1430 
Dp_ABCC: DPFNSYSDDDIWTALEHAHLKTFVKSLPAGLEHEASEGGENLSVGQRQLICLARALLRKTKVLILDEATAAVDLETDDLI 1483 
Ci_ABCC: DPFDQYKDDELWDALEHSHLKDYVVGLPNKLENEVSEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKSKILVLDEATAAVDLETDDLI 1492 
Dm_MRP1: DPFEIKTDDEIWKALELSHLKSFVKSLAAGLNHEIAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKVLVLDEATAAVDLETDDLI 1485 
Hs_MRP1: DPFSQYSDEEVWTSLELAHLKDFVSALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEATAAVDLETDDLI 1468 
Hs_MRP2: DPFNNYSDEEIWKALELAHLKSFVASLQLGLSHEVTEAGGNLSIGQRQLLCLGRALLRKSKILVLDEATAAVDLETDNLI 1475 
Hs_MRP3: DPFGSYSEEDIWWALELSHLHTFVSSQPAGLDFQCSEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKSRILVLDEATAAIDLETDNLI 1464 
                                                                                                  
                                                                                         
                  *      1620         *      1640         *      1660         *         
Mg_MRP1: QTTIRTEFADCTILTIAHRLNTIMDYTRIMVLDCGQIREFDSPTNLLLDKKSIFYGMSKDAGLVS------ 1500 
Mg_MRP2: QQTIREEFSECTVLTIAHRLNTVMDYNRIMVLDNGKIIQFDTPENLLRHPGGLFYQLAKDSGII------- 1524 
Mc_ABCC: QTTIRTEFADCTILTIAHRLNTIMDYTRIMVLDCGQIREFDSPTNLLLDKNSIFYGMAKDAGLVS------ 1498 
Cg_MRP1: QNTIKQEFNDCTVLTIAHRLNTVIDYDRIMVLDQGEMKEFDNPQVLLQRTNSLFYQLAKDAGIV------- 1558 
Lg_ABCC: QATIKIEFESCTVLTIAHRLNTILDYDRIMVLDSGRIKELDDPHNLLRDENTVFYGMAKDAGLV------- 1494 
Dp_ABCC: QATIRKEFKEGTVITIAHRLNTILDSNRVMVLDKGEIKEYAPPNELLENKESIFYGMARDAGLV------- 1547 
Ci_ABCC: QATIRVQFSDCTTFTIAHRLNTIMDSTRVLVLDNGRVAEFDTPEKLLE-AKGIFYSMAKDAGLAS------ 1556 
Dm_MRP1: QKTIRTEFKECTVLTIAHRLNTILDSDKVIVLDKGQIIEFASPTELLDNPKSAFYSMAKDANLV------- 1549 
Hs_MRP1: QSTIRTQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQ-QRGLFYSMAKDAGLV------- 1531 
Hs_MRP2: QTTIQNEFAHCTVITIAHRLHTIMDSDKVMVLDNGKIIECGSPEELLQ-IPGPFYFMAKEAGIENVNSTKF 1545 
Hs_MRP3: QATIRTQFDTCTVLTIAHRLNTIMDYTRVLVLDKGVVAEFDSPANLIA-ARGIFYGMARDAGLA------- 1527 
                                                                                      
                                                                                      
 













3.3.2.- Análisis filogenético. 
Las proteínas MRP1 y MRP2 de M. galloprovincialis se compararon con 
proteínas de la subfamilia ABCC de vertebrados e invertebrados marinos. Más 
información de cómo se encuadran las dos nuevas proteínas de mejillón dentro de la 
familia ABCC se puede extraer del árbol filogenético construido con las secuencias de 
aminoácidos (Figura 27). En el árbol filogenético resultante las proteínas MRP1 y 
MRP2 aparecen dentro del cluster formado por miembros de ABCC1, ABCC2 y 
ABCC3 de humanos. 
 
Figura 27. Análisis filogenético de las secuencias aminoacídicas de las proteínas MRP1 y MRP2 
obtenidas en Mytilus galloprovincialis y proteínas ABCC de otros invertebrados. La historia 
evolutiva fue inferida por el método de máxima verosimilitud basado en el modelo matricial Jones-
Taylor-Thornton (Jones et al., 1992). El árbol consenso (bootstrap consensus tree) inferido a partir 
de 2.000 repeticiones se tomó para representar la historia evolutiva de los taxones analizados 
(Felsenstein, 1985). El árbol inicial para la búsqueda heurística se obtiene automáticamente de la 
siguiente manera. Cuando el número de sitios comunes era <100 o menos de la cuarta parte del 
número total, se utilizó el método de máxima parsimonia, de lo contrario se utilizó el método BIONJ 
con la matriz de distancia MCL. Se utilizó una distribución gamma discreta para modelar las 
diferencias evolutivas entre los tipos de sitios (8 categorías (+ G, parámetro = 1,6179)). El 
alineamiento de las secuencias fue construido con el ClustalW 2.0.3 y el análisis filogenético se 
llevó a cabo en MEGA5 (Tamura et al., 2011). Las secuencias MgMRP1 y MgMRP2 están 
marcadas con un rombo negro. Los transportadores ABCC son los siguientes: Multidrug resistance-
associated protein CeMrp-2 (AAB07022), CeMrp-3 (CAA92148), CeMrp-4 (CAB02667), CeMrp-5 
(CAB54225), CeMrp-7 (CAA21622) y CeMrp-8 (CAA22110) para Caenorhabditis elegans; MRP-
like protein DmCG10505 (AAF46706), DmCG11897 (AAF56869), DmCG11898 (AAF56870), 
DmCG14709 (AAF54656), DmCG31792 (NP_724148), DmCG31793 (NP_609930), DmCG4562 
(AAF55707), DmCG5789 (AAF56312), DmCG6214 (AAF53223), DmCG7627 (AAF52648), 
DmCG7806 (AAF52639) y DmCG8799 (AAF58947) para Drosophila melanogaster; ABC 
Transporters hABCC1/MRP1 (AAB46616), hABCC2/MRP2 (CAA65259), hABCC3/MRP3 
(AB010887), hABCC4 (NP_005836), hABCC5/MRP5 (AAB71758), hABCC6/MRP6 (AF076622), 
hABCC7/CFTR (AAC13657), hABCC8/SUR1 (AAB02278), hABCC9/SUR2 (AF061323), 
hABCC10/MRP7 (NP_258261), hABCC11/MRP8 (NP_149163) y hABCC12/MRP9 (NM_033226) 
para Homo sapiens; Transportadores ABCC Dp347281 (EFX72783), Dp347292 (protein ID 
227373), Dp347295 (protein ID 58685) y Dp442500 (protein ID 63126) para Daphnia pulex. 
ABCC-like protein McABCC (ABS83557) de Mytilus californianus; CgABCC1 (EKC24314), 
CgABCC4 (EKC26649), CgABCC5 (EKC26522), CgABCC7 (EKC30465) y CgABCC9 
(EKC25348) de Crassostrea gigas; SpABCC1 (AFH89632), SpABCC5a (AFC36360) y SpABCC9a 
(AFH89642) de Strongylocentrotus purpuratus, TaABCC (XP_002116818) de Trichoplax 
adhaerens; MgMRP1 (FM999810) y MgMRP2 (HE599221) de Mytilus galloprovincialis. Protein 
ID de las secuencias utilizadas para el análisis están disponibles en el portal de JGI genome 
http://www.jgi.doe.gov/Daphnia. 






























































































El empleo de técnicas de biología molecular ha permitido la caracterización de 
dos proteínas que pertenecen a la familia de transportadores conocidos como 
transportadores ABC en el mejillón M. galloprovincialis. Ambas proteínas pertenecen 
concretamente a la subfamilia ABCC que incluye varios transportadores conocidos 
como proteínas de multirresistencia frente a fármacos (MRP).  
Las proteínas MRP1 y MRP2 de mejillón presentan la topología característica de 
los transportadores ABC que comprende dos regiones TMD con seis segmentos α-hélice 
transmembrana seguidas cada una de un dominio de unión a nucleótido (NBD). 
Además, como característica especial de la subfamilia ABCC, contiene un tercer 
dominio adicional TMD0 amino terminal con cinco segmentos transmembrana y cuyo 
extremo amino-terminal es extracelular (Bakos et al., 1996; Hipfner et al., 1997). Cada 
dominio NBD contiene los tres motivos consenso Walker A, Walker B y motivo C, 
además de dichos motivos existen otras regiones conservadas como el A-loop, Q-loop, 
D-loop y H-loop (Ambudkar et al., 2006). El papel del tercer dominio extra junto con el 
segmento citoplasmático 0 (L0) que une al TMD0 con el TMD1 no está muy claro pero 
parece que es necesario para el correcto funcionamiento y localización de la proteína 
(Bakos et al., 1998; Gao et al., 1998; Westlake et al., 2005). En las proteínas ABCC 
existen ciertas diferencias estructurales entre sus NBD. Entre esas diferencias destaca el 
residuo de Glu (E) situado inmediatamente después del Walker B. En el NBD1 de MRP 
y SUR, este residuo es Asp (D) y en CFTR es Ser (S), mientras que en el NBD2 de 
todas las proteínas ABCC es Glu (E). En el NBD1 de M. galloprovincialis de ambas 
proteínas (MRP1 y MRP2) este residuo es Asp (D), mientras que en el NBD2 es Glu 
(E). Ciertos estudios en los que se llevó a cabo la sustitución de estos residuos (Asp y 
Glu) y la mutación a aminoácidos que carecen de cadenas laterales de carboxilato 
afectan a la habilidad de los NBD para unir, hidrolizar y liberar (Payen et al., 2003). 
Otra característica es la que afecta al motivo C en el NBD2 de proteínas ABCC. El 
motivo se caracteriza por presentar la secuencia consenso LSGGQ(Q/R/K)QR además 
de los residuos conservados Arg (R) y Ser (S) en las posiciones 8 y 10. En el NBD2 de 
algunos miembros como MRP1, CFTR y SUR el núcleo de este motivo varía a LSVGQ, 
LSHGH, y FSQGQ respectivamente (Riordan et al., 1989; Cole et al., 1992; Aguilar-
Bryan et al., 1995), y los residuos 8 y 10 están sustituidos por Leu (L) y Cys (C) en la 
mayoría de los miembros (Payen et al., 2003, 2005). En M. galloprovincialis el núcleo 
conservado del motivo C (LSGGQ) se mantiene en el NBD1 y varía en el NBD2. La 
proteína MRP1 contiene la secuencia LSVGQRQLIC mientras que MRP2 presenta la 
secuencia LSIGQRQLIS. En cuanto a los residuos 8 y 10 ambas proteínas mantienen 
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los residuos de Arg (R) y Ser (S) en el NBD1, mientras que en el NBD2 están 
sustituidos por Leu (L) y Cys (C) en la proteína MRP1 y por Leu (L) y Ser (S) en 
MRP2. En el NBD2, el núcleo conservado del motivo C de la proteína MRP1 de 
mejillón coincide con el que presenta la proteína MRP1 de humanos: LSVGQ, mientras 
que, en la proteína MRP2 de mejillón la secuencia LSIGQ coincide con la que muestra 
la proteína MRP2 de humanos. En cuanto al motivo A-loop la mayoría de los 
transportadores ABCC contienen en el primer NBD1 el residuo de triptófano (Trp, W), 
y en algunos miembros como ABCC5, ABCC11 y ABCC12 el ácido glutámico (Glu, 
E), mientras que en CFTR ese residuo es fenilalanina (Phe, F). En el NBD2 todos los 
miembros de esta subfamilia presentan el residuo aromático tirosina (Y) (Ambudkar et 
al., 2006). En ambas proteínas de mejillón el NBD1 contiene como residuo aromático el 
triptófano (Trp, W) y el NBD2 la tirosina (Tyr, Y). 
En vertebrados la localización celular de la proteína MRP1 es en la membrana 
basolateral mientras que MRP2 se localiza en la membrana apical. Existen diversos 
estudios enfocados a determinar que señales están implicadas en la diferente 
localización de ambas proteínas. Recientemente se ha identificado una pequeña región 
de tres aminoácidos en el extremo carboxi-terminal de CFTR. Este grupo de 
aminoácidos se denomina dominio de unión a PDZ (dominios modulares de interacción 
entre proteínas). Harris et al. (2001) identificaron la presencia de un motivo muy 
parecido en el extremo carboxi-terminal de la proteína MRP2 formado por los 
aminoácidos TKF (treonina, lisina y fenilalanina) pero ausente en MRP1. Al suprimir 
esos aminoácidos la proteína pasa a localizarse predominantemente en la membrana 
lateral de las células polarizadas. En 2008, Bandler et al. señalaron la importancia de la 
presencia de un motivo rico en lisina (Lys, K) entre las posiciones aminoacídicas 294 y 
303 en la región carboxi-proximal del L0 para la localización celular de la proteína 
(Bandler et al., 2008). Westlake et al. (2003) definieron la región del segmento 
citoplasmático L0 necesaria para la localización basolateral de la proteína MRP1. La 
parte amino-proximal del L0 es una pequeña zona muy conservada entre las proteínas 
ABCC que presentan los tres dominios transmembrana y el extremo amino-terminal de 
aquellas ABCC que carecen de ese dominio adicional (Grant et al., 1997). Concluyeron 
que los limites funcionales amino- y carboxi-proximal del L0 correspondían a los 
aminoácidos Cys208 y Asn260 respectivamente. 
En ambas proteínas de mejillón las características antes mencionadas para 
determinar si alguno de ellos tiene una localización apical o basolateral en la membrana 
celular no llegan a cumplirse totalmente. La proteína MRP1 de mejillón no cumple 
ninguno de los requisitos para presentar una localización basolateral. A las posiciones 
208 y 260, que corresponderían en la proteína MRP1 de humanos, en mejillón aparecen 
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ocupadas por una serina (Ser, S) y tirosina (Tyr, Y) respectivamente, en vez de 
presentar los aminoácidos cisteína (Cys, C) y asparagina (Asn, N). En el caso de la 
proteína MRP2 de mejillón ambas posiciones exhiben el mismo aminoácido, asparagina 
(Asn, N), por lo que sólo la posición 260 cumple uno de los requisitos. En cuanto a la 
localización apical, ambas proteínas de mejillón presentan un par de lisinas (Lys, K) en 
las posiciones que corresponderían a los aminoácidos entre 294 y 303 de la proteína 
MRP2 de humanos. En lo relativo a los dominios de unión a PDZ, ninguna de las dos 
proteínas de mejillón contiene los motivos típicos de alguna de las tres clases de 
dominios PDZ.  
En los últimos años se han realizado diversos trabajos en la caracterización de 
proteínas de multirresistencia frente a xenobióticos en diferentes organismos marinos. 
En invertebrados como los moluscos bivalvos, gasterópodos, crustáceos y 
equinodermos se han identificado varios genes que codifican para proteínas 
pertenecientes a las subfamilias ABCB y ABCC. Annilo et al. (2006) obtuvieron seis 
miembros de la familia ABCC en genoma del urocordado Ciona intestinalis. Estudios 
llevados a cabo por Luckenbach y Epel en Mytilus californianus consiguieron la 
clonación y el análisis de secuencias proteicas de dos genes de las subfamilias ABCB y 
ABCC en el tejido de branquia (Luckenbach y Epel, 2008). En el manto del mejillón 
atlántico, Mytilus edulis, se identificaron dos fragmentos de proteínas MRP nombradas 
como mrp1 y mrp2 (Luedeking et al., 2005). Otras secuencias parciales de genes 
implicados en la multirresistencia frente a xenobióticos (MXR) se obtuvieron en la 
glándula digestiva de Mytilus galloprovincialis, dos pequeños fragmentos de 
aproximadamente 400 pb descritos como Pgp y Mrp2 (Franzellitti y Fabbri, 2006). 
Navarro et al. (2012) identificaron una secuencia parcial homóloga al gen abcc1/Abcc1 
en el mejillón cebra Dreissena polymorpha. Los estudios realizados por Whalen et al. 
(2010) en el gasterópodo Cyphoma gibbosum caracterizaron dos transportadores ABC 
pertenecientes a la subfamilia C (abcc1 y abcc2) al igual que en el nudibranquio 
Tritonia hamnerorum (abcc1 y abcc2). Sturm et al. (2009) identificaron en el genoma 
del crustáceo Daphnia pulex siete transportadores ABCC. Goldstone et al. (2006) 
abordaron el estudio de las familias de genes implicadas en la protección frente a 
sustancias químicas de estrés en el erizo Strongylocentrotus purpuratus. El trabajo 
permitió la identificaron de 65 genes pertenecientes a las ocho subfamilias ABC. En el 
erizo, la subfamilia ABCC es aproximadamente un 25% mayor que en el genoma de 
otros deuteróstomos, con al menos 30 genes caracterizados. Recientemente, Gökirmak 
et al. (2012) han obtenido la secuencia completa de tres miembros de la subfamilia 
ABCC, concretamente los genes abcc1, abcc5a y abcc9a en embriones de 
Strongylocentrotus purpuratus. 
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En peces, en los últimos años han aumentado los estudios sobre esta familia de 
transportadores. En los peces cartilaginosos Raja erinacea y Squalus acanthias se han 
obtenido la secuencia completa de una proteína ABCC, un ortólogo del gen 
MRP2/Mrp2 en hígado de la raya (Cai et al., 2003) y en células madre mesenquimales 
de la mielga el gen Mrp3 respectivamente (Kobayashi et al., 2007). En varios peces 
teleósteos como la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se han llevado a cabo 
estudios de clonación y caracterización de genes que codifican para diferentes tipos de 
proteínas transportadoras ABC. Annilo et al. (2006) identificaron en el genoma de la 
trucha arco iris 13 miembros que pertenecen a la subfamilia ABCC; Zaja et al. (2008a) 
describieron en hepatocitos los genes Abcb1, Abcc2 y Abcb11; Fischer et al. (2010) 
obtuvieron secuencias parciales de dos genes abcc1 y abcc3 a partir de la línea celular 
(RTgill-W1) procedente del tejido de branquia y un año después tres secuencias 
parciales abcb1b, abcc4 y abcc5 se clonaron a partir de la línea celular (RTL-W1) 
procedente del hígado (Fischer et al., 2011). Zaja et al. (2007) detectaron los 
transportadores Pgp1 y Mrp3 en líneas celulares del carcinoma hepatocelular de 
Poeciliopsis lucida (PLHC-1). En embriones y tejidos adultos del pez cebra, Danio 
rerio, se caracterizó un fragmento del gen abcc1 (Long et al., 2011a), el gen abcc2 en 
hígado (Long et al., 2011d) y el gen abcc5 en cerebro (Long et al., 2011b). Sauerborn et 
al. (2004) identificaron en el salmonete de fango Mullus barbatus un pequeño 
fragmento de 204 pb del gen mrp2, y en 2010 determinaron la presencia de varios 
transportadores pertenecientes al sistema MXR, Pgp y Abcc genes, en cinco especies de 
ciprinidos (Sauerborn et al., 2010). En 2012 de Cerio et al. (2012) caracterizaron varios 
fragmentos que codifican para proteínas ABC, dos de ellas pertenecen a la subfamilia B 
(abcb1 y abcb11) y tres a la subfamilia C (abcc1, abcc2 y abcc3) en Chelon labrosus. 
En el pez antártico Trematomus bernacchii, Zucchi et al. (2010), identificaron varias 
secuencias parciales de genes: Abcb1, Abcc1, Abcc2, Abcc4 y Abcc9. 
Los análisis filogenéticos revelaron un alto grado de similitud de ambas 
proteínas con los miembros ABCC1, ABCC2 y ABCC3 de humanos, los cuales están 
relacionados con la multirresistencia frente a fármacos (Kruh y Belinsky, 2003; Deeley 
et al., 2006). De hecho, dentro de la subfamilia ABCC, ABCC1 y ABCC2 son los 
principales transportadores de xenobióticos en vertebrados (Kruh y Belinsky, 2003; 
Leslie et al., 2005). Estos resultados hacen que ambos transcritos de mejillón se 
incluyan dentro de este grupo. En conlusión, los resultados mostrados en el presente 
capítulo caracterizan, por primera vez, la secuencia completa del cDNA que codifica 























4. CAPÍTULO II: 
Clonación del cDNA que codifica para 
una proteína de la subfamilia ABCG  







La subfamilia ABCG (White) comprende en humanos 5 miembros que se 
caracterizan por presentar una organización de sus dominios inversa a la del resto de 
transportadores ABC, con un único NBD en el extremo amino y un TMD formado por 
seis segmentos α-hélice en el extremo carboxilo (Wang et al., 2008). Todas las 
proteínas ABCG de humanos están formadas por semi-transportadores aunque se han 
descrito transportadores completos con la organización (NBD-TMD)2 en 
Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana. Para ser funcionalmente activos 
estos transportadores forman dímeros unidos por puentes disulfuro, bien homodímeros 
(ABCG1, ABCG2 y ABCG4) o heterodímeros (ABCG5 y ABCG8). 
Debido a su topología inusual se han sugerido dos posibles rutas para explicar la 
evolución de esta subfamilia de proteínas (Anjard y Loomis, 2002). La primera teoría 
defiende que la ABCG original, donde el NBD precede al TMD, apareció de la fusión 
de regiones independientes que codificaban dichos dominios. A partir de nuevos datos 
obtenidos de la secuencia genómica de Dictyostelium discoideum, Anjard y Loomis 
(2002) propusieron una segunda teoría donde el gen ABCG podría haberse originado a 
partir de la región central de un transportador ABC completo de las subfamilias A, B o 
C (TMD-NBD)2 tras la pérdida del primer TMD y del segundo NBD. La duplicación en 
tándem y fusión de los semi-transportadores ABCG podría haber dado lugar a los 
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Figura 28. Evolución de la subfamilia ABCG. El ABCG original, donde el NBD precede al TMD, 
apareció de la fusión de regiones independientes que codificaban dichos dominios. Otra alternativa 
es que el gen ABCG se originó a partir de la región central de un transportador ABC completo de las 
subfamilias A, B o C. La duplicación en tándem y fusión de los semi-transportadores ABCG originó 
los transportadores completos de la subfamilia ABCG (Modificado de Anjard y Loomis, 2002). 
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El primer miembro de esta subfamilia es la proteína ABCG1 descrita de manera 
independiente por tres grupos a partir de una línea de macrófagos de ratones P388D1 
(Savary et al., 1996), de retina humana y cerebro de feto (Chen et al., 1996) y de la 
línea celular de leucemia Jurkat T-cell (Croop et al., 1997) como el homólogo del gen 
white de Drosophila. El gen ABCG2 humano fue clonado en 1998 por Doyle et al. a 
partir de una línea celular MCF7 de cáncer de mama resistente a doxorubicina y recibió 
el nombre de BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) (Doyle et al., 1998). 
Posteriormente, dos proteínas casi idénticas en secuencia de aminoácidos con BCRP 
fueron clonadas por dos laboratorios independientes que la denominaron como MXR 
(Mitoxantrone Resistance Protein) (Miyake et al., 1999) y ABCP (Placental ABC 
Protein) (Allikmets et al., 1998). Actualmente, siguiendo la recomendación de HUGO 
(Human Genome Nomenclature Comittee) se le designa como ABCG2. La proteína 
ABCG4, fue identificada por dos grupos diferentes basándose en su homología con 
ABCG1 (Annilo et al., 2001; Oldfield et al., 2002). La proteína ABCG5 fue 
identificada como el homólogo humano de la isoforma de roedor que se indujo en el 
hígado y en el intestino delgado mediante el tratamiento con un agonista del receptor 
hepático X (LXR) (Berge et al., 2000). Más tarde, el gen ABCG8 humano, se clonó 
como un homólogo adyacente a ABCG5 (Berge et al., 2000). 
La única característica que diferencia a las proteínas ABCG de otras proteínas 
ABC es su unidad básica. La mayoría de los transportadores ABC poseen dos mitades 
repetidas cada una con un TMD y un NBD. Por el contrario, la subfamilia ABCG 
presenta un único NBD en el extremo amino seguido de un TMD. Para que el 
transportador sea funcional es necesaria la cooperación de dos TMD y dos NBD que 
forman la vía a través de la cual se lleva a cabo el transporte del sustrato. Las proteínas 
ABCG funcionan formando homodímeros (ABCG1, ABCG2 y ABCG4) o 
heterodímeros (ABCG5 y ABCG8). La mayoría de los estudios de dimerización se 
centran en la proteína ABCG2. Son varios los residuos o motivos localizados en los 
segmentos transmembrana o segmentos extracelulares que intervienen en el proceso de 
formación de dímeros. Diversos estudios demuestran la existencia de interacciones 
físicas en la formación de homodímeros mediante enlaces disulfuro. Existe una región 
que comprende el TM5, el segmento extracelular (relativamente más largo) y el TM6 
con actividad oligomérica en la proteína ABCG2 de humanos. En ese segmento 
extracelular hay tres residuos de cisteína (Cys, C): 592, 603 y 608 que están implicados 
en la formación de los enlaces disulfuro. En concreto, Cys603 forma un enlace disulfuro 
intermolecular mientras que Cys592 y Cys608 forman un enlace disulfuro intramolecular 
(Kage et al., 2002, 2005; Henriksen et al., 2005; Liu et al., 2008; Mo et al., 2012). 
Polgar et al. (2006) estudiaron la implicación del residuo de Gly553, del TM5, en la 
formación de los dímeros. La mutación de la Gly553 por Leu (L) o Glu (E) reduce la 
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expresión de la proteína, provoca daños en la glucosilación y la proteína queda retenida 
en el retículo endoplasmático (Polgar et al., 2006). En el TM1 de algunos miembros de 
la subfamilia ABCG aparece un motivo altamente conservado: GXXXG (donde X es 
cualquier aminoácido) relacionado con el proceso de dimerización en proteínas como la 
glicoporfirina A, la anhidrasa carbónica de humanos, etc. (Polgar et al., 2004). Varios 
estudios sugieren la formación de oligómeros de ABCG2, siendo el tetrámero la forma 
funcional (Xu et al., 2004). Sin embargo, en las células de insecto la ABCG2 aparece en 
forma octamérica, como un tetrámero de dímeros (McDevitt et al., 2006). Aunque se 
desconoce la función de estos oligómeros, su formación podría afectar a la actividad de 
transporte de la proteína. Por su parte, AGCG5 y ABCG8 funcionan como 
heterodímeros (Graf et al., 2003). 
El interés por precisar la estructura y función del transportador ABCG2 se ha 
realizado empleando estudios de mutagénesis en residuos concretos. Cambios en un 
único aminoácido pueden alterar la estabilidad y expresión de la proteína, su capacidad 
de hidrolizar ATP, su distribución subcelular o cambiar la especificidad por el sustrato. 
Estos estudios pueden dividirse en cuatro categorías resumidas en la Tabla 8 y Figura 
29. La primera englobaría aquellas mutaciones que no afectan a la expresión en la 
membrana plasmática pero que alteran la especificidad por el sustrato y/o la actividad 
de transporte. En este grupo, la Arg482, situada en el TM3, ha sido la más estudiada. El 
cambio de arginina (Arg, R) a treonina (Thr, T) o glicina (Gly, G) en esta posición 
altera la especifidad por el sustrato. Los estudios demostraron que el transporte de 
rodamina 123 dependía del aminoácido presente en la posición 482. Una glicina o 
treonina en esa posición permitía el transporte de rodamina 123 mientras que una 
arginina no. Estos resultados indican que la mutación en este residuo incrementan la 
capacidad de transporte, es decir, una mutación de ganancia de función (Honjo et al., 
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Figura 29. Ilustración de la topología de membrana de la proteína ABCG2 de humanos. Se indican 
los motivos Walker A, Walker B y Motivo C, y se señalan los diferentes residuos aminoacídicos 
analizados en varios estudios. El aminoácido Asn596, como único sitio de glucosilación, aparece 
marcado (Modificado de Ni et al., 2010b). 
Clonación abcg 
79 
Ni et al. (2010a) estudiaron los efectos de varios residuos polares localizados 
dentro o cerca de los TM1 y TM6 en la interacción entre el sustrato y ABCG2. 
Mutaciones en los residuos Asn387, Gln398 y Thr402 disminuyen el transporte de sustratos 
mientras que en el residuo Asn629 se observa un aumento en el transporte (Ni et al., 
2010a). Los mismos autores observaron que varios residuos de prolina localizados cerca 
o dentro de los segmentos transmembrana alteran el transporte de ABCG2. El residuo 
Pro392 afecta a la actividad de transporte mientras que la Pro485 interviene en la 
selectividad del sustrato. Los residuos de prolina son más frecuentes en los segmentos 
α-hélice de las proteínas de membrana que en la α-hélice de las proteínas solubles. Estos 
aminoácidos se localizan preferiblemente en posición central o terminal en los 
segmentos α-hélice. En posición terminal pueden romper la α-hélice; en posición central 
pueden introducir una región flexible en el centro de la hélice (Cordes et al., 2002). Esto 
es lo que se observa exactamente en el TM3 de ABCG2. La Pro485 se localiza en la 
región central del segmento y crea una zona flexible que permite a la proteína alojar los 
distintos sustratos. En el segmento intracelular, que conecta el NBD con el TMD, se 
localiza el residuo de Pro392 cuya función es comunicar ambos dominios durante el ciclo 
de transporte.  
La segunda categoría comprende las mutaciones que afectan a la estabilidad de 
la proteína, su expresión y su distribución subcelular. La mutación de la Arg383 
disminuye el nivel de la proteína debido a una retención parcial en el retículo 
endoplasmático y altera la glucosilación (Polgar et al., 2009). De igual forma, la 
sustitución en el residuo Arg426 conduce a unos niveles bajos de expresión de la proteína 
(Ni et al., 2010b). La sustitución de los residuos de Gly406 y Gly410 por leucina derivan 
en una baja expresión de ABCG2 posiblemente causada por el aumento en la 
degradación, así como la pérdida de la hidrólisis de ATP y el transporte de sustratos 
(Polgar et al., 2004). Otro residuo en el que se observa la rápida degradación y retención 
de la proteína en el retículo endoplasmático es la Gly553. Los residuos de Cys592 y Cys608 
también afectan a la localización y función de ABCG2 (Henriksen et al., 2005). 
La tercera categoría está formada por las mutaciones que causan alteraciones en 
la glucosilación o en la formación de puentes de disulfuro. El único sitio de 
glucosilación en ABCG2 es la Asn596. Según Mohrmann et al. (2005) y Diop y Hrycyna 
(2005) la ausencia de glucosilación no afecta ni a la expresión, localización o función 
del transportador. La mutación Cys603 tampoco afecta a la expresión o a la función del 
transportador, sugiriendo que participa en la formación de los enlaces de disulfuro 
intermoleculares (Henriksen et al., 2005; Liu et al., 2008; Shigeta et al., 2010). 
En la cuarta categoría se incluyen las mutaciones que no tienen demasiado 
efecto en la expresión y función de la proteína ABCG2. Este grupo presenta mutaciones 
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en los residuos Lys473 e His630 que parecen ser poco importantes en la expresión y en la 
función de la proteína (Miwa et al., 2003; Cai et al., 2010). 
La expresión y distribución del gen ABCG1 es amplia, se ha observado que es 
mayor en tejidos ricos en macrófagos como el bazo, pulmón y timo así como en el 
cerebro (Chen et al., 1996; Savary et al., 1996). Esta proteína está implicada en el 
transporte de colesterol y fosfolípidos (preferentemente esfingomielina) (Kobayashi et 
al., 2006). ABCG4 está principalmente expresada en el cerebro y ojo y sus principales 
sustratos son los lípidos. A nivel subcelular, tanto ABCG1 como ABCG4 se localizan 
en vesículas intracelulares en el cerebro (Tarr y Edwards, 2008) mientras que, en otros 
tipos celulares parece que se localizan intracelularmente así como en la membrana 
plasmática (Kobayashi et al., 2006; Wang et al., 2006). La proteína ABCG2 de 
humanos, localizada en la membrana apical de las células, está sobreexpresada en líneas 
celulares resistentes a fármacos y tumores lo que sugiere un papel en la multirresistencia 
frente a fármacos (MDR). También se encuentra en muchos tejidos normales como 
placenta, intestino delgado y grueso, sistema nervioso central, hígado, glándula adrenal, 
próstata, testículo, útero, cerebro, próstata, estómago, pulmón, riñón y células madre 
(Maliepaard et al., 2001; Gutmann et al., 2005). ABCG2 transporta un amplio rango de 
sustratos que se solapan en parte con los de P-gp y MRP1. Las moléculas que transporta 
son hidrofóbicas, con carga positiva o negativa y de carácter anfipático, entre las que se 
encuentran los fármacos y sus metabolitos parcialmente detoxificados, toxinas, y 
compuestos endógenos. Esta proteína, como en el caso de P-gp, no requiere del 
glutatión para transportar los sustratos, mientras que MRP1 sí lo necesita. ABCG5 y 
ABCG8 se expresan mayoritariamente en la membrana apical de todo el tracto gastro-
intestinal, el hígado y la vesícula biliar (Klett et al., 2004; Ismair et al., 2009). La co-
expresión de ambos es necesaria para el transporte de esteroles neutros (Tabla 9). 
 
Tabla 9. Lista de proteínas ABCG de humanos. Se detalla los nombres originales de los genes, su 
expresión y función (Modificado de Lorkowski y Cullen, 2002). 
GEN  ALIAS  EXPRESIÓN  FUNCIÓN 






ABCG4  White2  Cerebro y ojo  Transporte de lípidos 
ABCG5  White3, Sterolin 1  Hígado, tracto grasto‐intestinal  Transporte de esteroles 




El objetivo de este capítulo es la identificación y caracterización de genes abcg 
pertenecientes a la familia de transportadores ABC en la glándula digestiva del mejillón 
Mytilus galloprovincialis. 
 
4.2.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
4.2.1.- Obtención de los animales. 
Los mejillones (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) se recogieron del 
medio natural de bateas situados en la ría de Ares-Ferrol en junio de 2007 
proporcionadas por el INTECMAR (Instituto Tecnolóxico para o Control do Medio 
Mariño, Xunta de Galicia). 
De cada mejillón se extrajeron los tejidos de glándula digestiva, branquia y 
manto. Tras la disección, las muestras se almacenaron en RNAlater® (Ambion, ref. 
7024) a -20ºC según las instrucciones del fabricante. 
 
4.2.2.- Extracción de RNA y transcripción inversa. 
Para la extracción de RNA se emplearon muestras de tejido de glándula 
digestiva (aproximadamente 50 mg de muestra) conservadas a -20ºC. La extracción de 
RNA se realizó con el kit comercial RNAqueous® (Ambion, ref. AM1912) según las 
instrucciones del fabricante. La muestra se sometió a una precipitación con cloruro de 
litio para eliminar el DNA. Una vez resuspendido el precipitado de RNA en 60 µL de 
RNase-free H2O (Macherey-Nagel) se mezcló con medio volumen de la solución de 
cloruro de litio 7,5 M y se dejó incubar a -20ºC toda la noche. A la mezcla se le añadió 
1 mL de etanol al 75% y se centrifugó durante 15 min a 4ºC, la fase acuosa se descartó 
y el precipitado se dejó secar a temperatura ambiente. El RNA obtenido se resuspendió 
en 30 µL de una solución libre de RNasa, RNA Storage Solution (Ambion, ref. 
AM7001). 
Las muestras de RNA se trataron con DNasa empleando el kit comercial Turbo 
DNA-free™ (Ambion, ref. AM1907) y a continuación se estimó la concentración de 
RNA por espectrofotometría UV (ND-1000 de NanoDrop) utilizando la ecuación: 
 
Concentración del RNA (µg/mL) = Absorbancia a 260 nm x 40 
Sabiendo que para el RNA existe la relación 1 unidad de OD260 = 40 µg. 
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Al volumen correspondiente de 0,8 µg de RNA total se le añadió los reactivos y 
la enzima SuperScript® III RT (Invitrogen, ref. 18080-051) para llevar a cabo la 
transcripción inversa siguiendo las indicaciones detalladas en el capítulo I en el apartado 
3.2.2 de materiales y métodos (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Componentes, volumen y concentración final de los 

















4.2.3.- Amplificación del fragmento inicial y de los extremos 5’ y 3’ de 
cDNA del gen abcg2. 
Se realizó una PCR con la muestra de cDNA obtenida en el proceso de 
transcripción inversa. Para amplificar una secuencia conservada del gen abcg2 se 
diseñaron cebadores degenerados a partir de secuencias de proteínas similares de la base 
de datos del NCBI. Se utilizaron las secuencias de los transportadores ABCG de las 
siguientes especies: Homo sapiens (XM_002633346), Ciona intestinalis 
(XM_002125385), Strongylocentrotus purpuratus (XM_001193027) y Caenorhabditis 
briggsae (XM_002633346).  
La reacción de PCR para el gen abcg2 se llevó a cabo en un volumen de 50 µL 
que contenía 2 µL de cDNA de glándula digestiva (0,9 ng), 2 µL de cada cebador 
(Tabla 11) a una concentración de 10 µM, 1 µL de dNTPs mix 10 mM de cada dNTP, 5 
µL de 10X PCR Buffer, 3,5 µL de MgCl2 50 mM (a una concentración final de 3,5 
mM), 1U Platinum®Taq DNA Polymerase (0,2 µL) (Invitrogen, ref. 10966-026). El 
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programa utilizado fue el siguiente: una desnaturalización inicial a 94ºC, 2 min; 35 
ciclos x (94ºC, 30 s; 52ºC, 30 s; 72ºC, 1 min) y un paso de extensión final de 72ºC, 4 
min. El tamaño esperado para el producto amplificado en esta reacción de PCR fue de 
371 pb. El producto amplificado se separó en un gel de agarosa D1 (Pronadisa, ref. 
8008) al 2% marcado con bromuro de etidio en concentración 0,5 µg/mL. 
Para completar la secuencia del gen abcg2 en mejillón se empleó la técnica de 
amplificación de los extremos 5’ y 3’ de cDNA (RACE). Se llevó a cabo siguiendo las 
indicaciones del kit SMARTer RACE cDNA Amplification (Clontech, ref. 634923) tal 
como se ha indicado en el capítulo I (apartado 3.2.3 de materiales y métodos). Para 
completar la pauta abierta de lectura del gen fue necesario la síntesis de cDNA para la 
amplificación de los extremos 5’ y 3’. Se realizaron dos reacciones, una para amplificar 
el extremo 5’ y otra para el extremo 3’. El programa utilizado en las amplificaciones fue 
el siguiente: una desnaturalización inicial a 94ºC, 2 min y a continuación 40 ciclos a 
94ºC, 5 s; 65ºC, 10 s; 72ºC, 2 min, terminando con un paso de extensión final a 72ºC 
durante 4 min.  
Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 11. Se diseñaron con el 
programa OligoAnalyzer 3.1 
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Los productos obtenidos 
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa marcado con bromuro de 
etidio. 
 
Tabla 11. Relación de cebadores utilizados en la reacción de PCR y en la amplificación de los 
extremos 5’ y 3’ para el estudio del gen abcg2 en Mytilus galloprovincialis. 
Cebador  Finalidad  Orientación Secuencia (5' ‐ 3')  Amplicon (pb)
ABCG2 dF  RT‐PCR amplificación  Sentido  GGATATGTDVTACARGATGAT 
ABCG2 dR  RT‐PCR amplificación  Antisentido  GGYTGATGRATDGAGAAKATGA  371 
ABCG2 Nested3 F  3’ RACE PCR  CCAACAACTGGCCTTGATGCCAACAC  1.443 
ABCG2 Nested5 R  5’ RACE PCR     GTCAGTCCACCCATAACAACATCATC  492 
 
4.2.4.- Ligación, clonación y secuenciación. 
Como se ha descrito en la sección de materiales y métodos del capítulo I 
(apartado 3.2.5) los productos obtenidos de la reacción de PCR y amplificación de 
extremos 5’ y 3’ se ligaron en el vector pGEM®-T Easy (Promega) utilizando el kit de 
clonación pGEM® -T Easy Vector System (Promega, ref. A1380). Tras la ligación, se 
transformaron células competentes de E. coli que se incubaron 2 horas a 37ºC y después 
se sembraron en placas de medio LB suplementadas con ampicilina (Sigma, ref. 
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A9518), X-gal (Roche ref. 10745740001) e IPTG (Roche ref. 11411446001). Este 
medio permite la identificación de aquellas colonias que han incorporado el plásmido 
con el inserto. El inserto se detectó por PCR utilizando la pareja de cebadores M13F: 
GTTTTCCCAGTCACGAC y M13R: GTCATAGCTGTTTCCTG. Los clones positivos 
se prepararon para enviar a secuenciar en el servicio Secugen del Centro de 
Investigaciones Biológicas (Madrid) utilizando el kit ABI Prism dRhodamine 
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystem). 
 
4.2.5.- Análisis de las secuencias. 
Las secuencias de nucleótidos obtenidas se analizaron siguiendo las indicaciones 
descritas en el capítulo I (apartado 3.2.6 de materiales y métodos). Los cromatogramas 
se visualizaron con los programas FinchTV 1.4 y BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999). 
Las secuencias finales se compararon con las existentes en la base de datos del EMBL-
EBI utilizando el programa WU-blastp. Las secuencias nucleotídicas parciales se 
ensamblaron en el programa BioEdit con el programa CAP Contig Assembly Program 
(Huang, 1992). Con la secuencia final se hicieron y editaron los alineamientos para 
localizar las regiones conservadas en la proteína y se creó el árbol filogenético 
utilizando el método de máxima verosimilitud en el programa MEGA 5.05 (Tamura et 




4.3.1.- Clonación del cDNA que codifica para una proteína de la subfamilia 
ABCG y caracterización de dicha proteína. 
Las secuencias obtenidas a partir de las reacciones de RT-PCR y RACE-PCR 
permitieron obtener la secuencia completa del cDNA que codifica para una proteína 
transportadora de la subfamilia ABCG, que posteriormente fue denominada ABCG2, en 
el tejido de la glándula digestiva de M. galloprovincialis.  
La estrategia de clonación llevada a cabo para obtener la secuencia completa del 
gen abcg2 se detalla en la Figura 30 así como las secuencias para cada fragmento 
especificadas en la Figura A3 del Anexo. La secuencia completa del gen abcg2 se 
consiguió realizando una PCR para amplificar el fragmento inicial de 371 pb utilizando 
los cebadores ABCG2 dF/ABCG2 dR y secuenciando 7 clones. En sentido 3’ la 
secuencia se completó con una única 3’ RACE que amplificó un fragmento de 1.443 pb 
empleando el cebador ABCG2 Nested3 F, para la cual se secuenciaron 9 clones. La 
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secuencia en sentido 5’ también se completó con una única amplificación por 5’ RACE, 
consiguiendo un fragmento de 492 pb con el cebador ABCG2 Nested5 R a partir de la 













Figura 30. Estrategia de clonación para obtener la secuencia nucleotídica del gen abcg2 de Mytilus 
galloprovincialis. Las líneas indican las posiciones de los fragmentos obtenidos por PCR o RACE. 
 
La secuencia del cDNA del gen abcg2 de M. galloprovincialis en la glándula 
digestiva está compuesta por 2.164 pb que codifican para una proteína de 635 
aminoácidos. Esta proteína se denominó ABCG2 y fue enviada a la base de datos del 
EMBL Nucleotide Sequence Database (número de acceso HE599220). Las regiones 5’ 
y 3’- no traducidas están formadas por 93 pb y 161 pb respectivamente. El peso 
molecular deducido de la proteína es de 70,95 kDa, sin tener en cuenta la glucosilación, 
y su punto isoeléctrico hipotético es de 8,03. En la proteína ABCG2 se localiza un 
posible sitio de N-glucosilación en la posición Asn580- Gly581- Thr582, que se 
corresponde con el segmento extracelular del extremo carboxi-terminal del dominio 
transmembrana. En la Figura 31 se muestra su secuencia en nucleótidos y la secuencia 
aminoacídica deducida. 
El codón de iniciación de esta proteína está rodeado por los nucleótidos 
GgaATGt. La secuencia consenso de Kozak sólo presenta una de las dos posiciones 
críticas (la posición -3) para el inicio de la traducción. En este caso, la posición -3 se 
encuentra ocupada por una purina (la guanina) mientras que en la posición +4 aparece 
una timina.  
La secuencia aminoacídica deducida de la proteína fue analizada con el 
programa Conserved Domain Database CDD. La organización estructural que mostró la 
proteína es la característica de los miembros de la subfamilia G de los transportadores 
ABC. A diferencia de otras proteínas ABC, los transportadores ABCG presentan dos 
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aspectos característicos en su organización estructural. Esta subfamilia está compuesta 
por half - transporters o semi-transportadores formados por un dominio de unión a 
nucleótido (NBD) en posición amino-terminal y seguido por un dominio 
transmembrana (TMD) en el extremo carboxilo. Dentro del NBD se localizaron los 
motivos conservados característicos de todas las proteínas ABC: Walker A, Walker B, 
motivo C y los A-, Q-, D- y H-loop (Figuras 31 y 32).  
 
A 
      2 tgtttaaaagagttcagatgtcctaaccatttttaccctagacaaacacgcgtcagaaaactgtatcagtttgtcaaaactgtagattaa 
     92 ggaatgtctaaaacgaatggtgttccaaacccggcgtacaactacgggtccaaagatgaacactccaaagttgacatggaatcaagtcat 
           M  S  K  T  N  G  V  P  N  P  A  Y  N  Y  G  S  K  D  E  H  S  K  V  D  M  E  S  S  H 
    182 tatgaaagagctgcaacgatcactggtcataatatcgtatacacagtggatgtgaaaacaaaaccatgttgtgggcaaatagagaagaag 
        Y  E  R  A  A  T  I  T  G  H  N  I  V  Y  T  V  D  V  K  T  K  P  C  C  G  Q  I  E  K  K   
    272 gaaatattaaaaggaatcaatggtattttcaagcctggtatgaatgccatccttggaccaacaggtagtggaaaatcttctgtattagat 
        E  I  L  K  G  I  N  G  I  F  K  P  G  M  N  A  I  L  G  P  T  G  S  G  K  S  S  V  L  D 
    362 atattagcgggaagaaaagaccctgctggtttaagtggacatctcttactggatggatctccacctcctgaaaattttaagtgtatggtg 
        I  L  A  G  R  K  D  P  A  G  L  S  G  H  L  L  L  D  G  S  P  P  P  E  N  F  K  C  M  V   
    452 ggatatgttgtacaggatgatgttgttatgggtggactgacagttcgtgagaattttgagttctcagcgactctaagattacctagtgat 
        G  Y  V  V  Q  D  D  V  V  M  G  G  L  T  V  R  E  N  F  E  F  S  A  T  L  R  L  P  S  D 
    542 gtcactaaagctgacagaaaagacagagtagataatgttataaatgaacttggtctgaacaaatgtgccgatactaaggttggaaatgaa 
        V  T  K  A  D  R  K  D  R  V  D  N  V  I  N  E  L  G  L  N  K  C  A  D  T  K  V  G  N  E   
    632 tttttccgtggtgtatctggtggagaaagaaaaagaacaaatattggtatggagttgattatctcccctcctgtgctatttttagatgaa 
        F  F  R  G  V  S  G  G  E  R  K  R  T  N  I  G  M  E  L  I  I  S  P  P  V  L  F  L  D  E 
    722 ccaacaactggccttgatgccaacacagctaattctgtaatgatgttattgagaagattagcattaaaaggaaggacagttgtcttctcc 
        P  T  T  G  L  D  A  N  T  A  N  S  V  M  M  L  L  R  R  L  A  L  K  G  R  T  V  V  F  S   
    812 atccatcagccaagatattctatcttcaagttatttgacagtttaatgctgttatccatgggtgaatgtgtttatcatggacctgccagt 
        I  H  Q  P  R  Y  S  I  F  K  L  F  D  S  L  M  L  L  S  M  G  E  C  V  Y  H  G  P  A  S 
    902 gaatctttagagtacttcaaatctataggatacgttatagaagaacacaacaacccaccagattttttcttagatgttattaatggagag 
        E  S  L  E  Y  F  K  S  I  G  Y  V  I  E  E  H  N  N  P  P  D  F  F  L  D  V  I  N  G  E   
    992 gcaaatcactcagaaaaagacattgaagaagtacatacaaaattggtatcatcatttcagaagtcaactttaaattcaagattacaaagt 
        A  N  H  S  E  K  D  I  E  E  V  H  T  K  L  V  S  S  F  Q  K  S  T  L  N  S  R  L  Q  S 
   1082 cagatgaatcctatcttacaacagtatcagcatgctgtagagaccaatactgttaaggttttacctaaaatagaatatgcaacatcagct 
        Q  M  N  P  I  L  Q  Q  Y  Q  H  A  V  E  T  N  T  V  K  V  L  P  K  I  E  Y  A  T  S  A   
   1172 ttcacacagtttagagctgtatctggcagaacaatacttaatttgctgagaaatccacagctgtcagttatgcagtggttggtgttgata 
        F  T  Q  F  R  A  V  S  G  R  T  I  L  N  L  L  R  N  P  Q  L  S  V  M  Q  W  L  V  L  I 
   1262 atatttggactgatagttggtgctatttactggcagctagagaaagattgtgtaacaggaatccaaaacagagttggagcctttttcttc 
        I  F  G  L  I  V  G  A  I  Y  W  Q  L  E  K  D  C  V  T  G  I  Q  N  R  V  G  A  F  F  F   
   1352 attataatgaatcaagtatttggaaatttatcggcagtagaattgtttatcaaagagagatccatattcatgcatgagaatgtgagtgga 
        I  I  M  N  Q  V  F  G  N  L  S  A  V  E  L  F  I  K  E  R  S  I  F  M  H  E  N  V  S  G 
   1442 ttttacagagtgtctgcctactttttctccaagattatctgtgatgtaatacctatgagactgattccagttattctgttttcaactgtc 
        F  Y  R  V  S  A  Y  F  F  S  K  I  I  C  D  V  I  P  M  R  L  I  P  V  I  L  F  S  T  V   
   1532 acatattttatgttgggcttacgactagcagcagagaactttttcctgtatgtcctgtcattgtttttagtagccatgtctgcatcagga 
        T  Y  F  M  L  G  L  R  L  A  A  E  N  F  F  L  Y  V  L  S  L  F  L  V  A  M  S  A  S  G 
   1622 atcgctttcttcttcagtgctactgtgccaatatttgctgtggctaacttgtgtattgctctcacatatgtctttatgatggtattcagt 
        I  A  F  F  F  S  A  T  V  P  I  F  A  V  A  N  L  C  I  A  L  T  Y  V  F  M  M  V  F  S   
   1712 ggtttactagtaaatgtatcctctgttccatcatggttacgatggctgaaatgggcaagcttatttagatatggtttaaacgcattggat 
        G  L  L  V  N  V  S  S  V  P  S  W  L  R  W  L  K  W  A  S  L  F  R  Y  G  L  N  A  L  D 
   1802 ataaatgagttgaaagacatgaccttttccaatggcacagcaacatgctcagggactggtaatgattacctaattgatcagaacattcct 
        I  N  E  L  K  D  M  T  F  S  N  G  T  A  T  C  S  G  T  G  N  D  Y  L  I  D  Q  N  I  P   
   1892 tatcaaacaagctgggatttctggcagaatattgttgcactaggggccatgtcagtgatctccatgaccggtacatacatccagctgaga 
        Y  Q  T  S  W  D  F  W  Q  N  I  V  A  L  G  A  M  S  V  I  S  M  T  G  T  Y  I  Q  L  R 
   1982 agaatgaagaaattaagataaagatcttatagtagagaaaacatgacagattagtgcaaggaccaaatccatatgtgtttctttgtggaa 
        R  M  K  K  L  R  * 
   2072 aaagagttgtgaccctttataagtgttggggtttagctatcaaggaacttacgcttattttgagatttttttttatttttggctagttag 
   2162 ctg 2164    
 
Figura 31. Secuencia nucleotídica de abcg2 (A) y secuencia aminoacídica deducida de la proteína 
resultante (A y B) de Mytilus galloprovincialis. Los codones de inicio y fin están enmarcados en un 
rectángulo. El dominio transmembrana (TMD) se indica en negrita y las hélices transmembrana 
aparecen subrayadas. El dominio de unión al nucleótido (NBD) que contienen los motivos 
conservados: Walker A/P-loop, Q-loop, Motivo C, Walker B, D-loop, H-loop/Switch region 















Figura 31 (continuación) 
 
El servidor Polyphobius permitió predecir la estructura de la proteína de 
membrana. El programa identificó 6 segmentos transmembrana (α-hélices) dentro del 
único dominio transmembrana que presenta la proteína. Los extremos amino-terminal y 

































Figura 32. Topología de la proteína ABCG2 de Mytilus galloprovincialis con el dominio de unión a 
nucleótido (NBD) predicho por programa CDD que contiene los motivos altamente conservados de 
los transportadores ABC y el dominio transmembrana (TMD) empleando el algoritmo Polyphobius. 
El posible sitio de N-glucosilación (NG) de la proteína aparece marcado. 
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La secuencia aminoacídica de la proteína ABCG2 se comparó con secuencias 
almacenadas en las bases de datos con el programa WU-blastp. El análisis reveló que la 
secuencia de mejillón muestra una gran similitud con otras proteínas ABCG de bivalvos 
y vertebrados, lo que confirmó su identidad como transportador ABC de la subfamilia 
ABCG. Una búsqueda de similitud en la base de datos UNIPROT (WU-blastp) mostró 
65% de identidad con Crassostrea gigas Abcg2, 33-27% de identidad con  Crassostrea 
gigas Abcg1, Abcg5 y Abcg8; 55% de identidad con Strongylocentrotus purpuratus 
Abcg2a y 52% de identidad con Homo sapiens ABCG2 (Tabla 12). 
 
Tabla 12. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína ABCG2 de Mytilus 
galloprovincialis con proteínas de la familia ABCG en otras especies. 
Especie  Núm. Acceso  Phylum  Descripción Identidad con ABCG2 (%) 
Crassostrea gigas  EKC30984  Mollusca  Abcg1  27 
Crassostrea gigas  EKC19658  Mollusca  Abcg2  65 
Crassostrea gigas  EKC40938  Mollusca  Abcg5  30 
Crassostrea gigas  EKC40937  Mollusca  Abcg8  33 
Strongylocentrotus purpuratus  AFH89643  Echinodermata  Abcg2a  55 
Danio rerio  ABB46490  Chordata  Abcg2a  54 
Danio rerio  CAM13033  Chordata  Abcg2b  49 
Danio rerio  CAX13044  Chordata  Abcg2c  50 
Danio rerio  CAX12369  Chordata  Abcg2d  48 
Oncorhynchus mykiss  ABW05101  Chordata  Abcg2  52 
Salmo salar  ACN10892  Chordata  Abcg2  51 
Xenopus tropicalis   Q28BS4  Chordata  Abcg2  51 
Homo sapiens  Q9UNQ0  Chordata  ABCG2  52 
Mus musculus  Q7TMS5  Chordata  Abcg2  51 
Rattus norvegicus  Q80W57  Chordata  Abcg2  51 
 
La secuencia aminoacídica de la proteína ABCG2 de mejillón se alineó con otras 
proteínas ABCG de vertebrados e invertebrados presentes en las bases de datos del 
EMBL-EBI y, se editaron con el programa GeneDoc v.2.7 para valorar las zonas 











                                                                                                  
                   *        20         *        40         *        60         *        80       
Mg_ABCG2: ------------------------------------------------------MSKTNGVPNPAYNYGS-----KDEHS  21 
Cg_ABCG2: MYENARINAKKKARISVGANYAGKWVTRITEMTVFTKMTPGITGMTLISTEMTLKDKSNDIDLPDMSSKQ-----NGVHA  75 
Lg_ABCG2: --------------------------------------------------------------------------------   - 
Dp_ABCG2: ----------------------------MAALTANKNISANEDCAVTKISNCSAAMAHLTSGHVTLHYPAASAPLGVVMK  52 
Lv_ABCG2: -----------MADVKGLSLRR---RTDTFENIELSDANGQQQ---------------------PVDPSAG-------VA  38 
Ci_ABCG2: ------------------------------------------------------MHKGNEVIPMKEKNGTSFSDPISTVS  26 
Dm_White: -----------MGQEDQELLIRGGSKHPSAEHLNNGDSGAASQSCINQGFGQAKNYGTLRPPSPPEDSGSGSGQLAENLT  69 
Hs_ABCG2: ------------------------------------------------------MSSSNVEVFIPVSQGN-----TNGFP  21 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       100         *       120         *       140         *       160       
Mg_ABCG2: -KVDMESSHYERAATITGHNIVYTVDVKT--KPCCGQIEKKEILKGINGIFKPG-MNAILGPTGSGKSSVLDILAGRKD-  96 
Cg_ABCG2: MEISRSGAMEMRGSVISGQNVVYSVDVRKG-ACCCGQVTQKEILKGVDCIFKPG-MNAILGPTGSGKSSLLDVLAGRKD- 152 
Lg_ABCG2: -------MVEQKASCITIKNIQYSVNVKT--KPCCGQTTEKSILKNINGIFRPG-MNAILGPTGSGKSSALDVLAGRKD-  69 
Dp_ABCG2: KVPNNPAKRAALTHLVRRKAVNIEFKDLSYSVSEGRRKGYKTLLKSISGKFNSGELTAIMGPSGAGKSTLMNILAGFKG- 131 
Lv_ABCG2: YAWRDLNVY-------AGGRGLIKKS------------PEVHILKNVSGLCEGGQLLAIMGASGAGKTTLLNVLTFRTS-  98 
Ci_ABCG2: LPMDNGSGSDTKRTVMSFHDVQYNVNLRTGITGKCKKSKEKRVLSNVSGIMKPG-LNAIMGPTGSGKSSLLDILAGRKD- 104 
Dm_White: YAWHNMDIFGAVNQPGSGWRQLVNRTRGLFCNERHIPAPRKHLLKNVCGVAYPGELLAVMGSSGAGKTTLLNALAFRSPQ 149 
Hs_ABCG2: ATASNDLKAFTEGAVLSFHNICYRVKLKSG-FLPCRKPVEKEILSNINGIMKPG-LNAILGPTGGGKSSLLDVLAARKD-  98 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       180         *       200         *       220         *       240       
Mg_ABCG2: --PAGLSGHLLLDGSPPPE-NFKCMVGYVVQDDVVMGGLTVRENFEFSATLRLPSDVTKADRKDRVDNVINELGLNKCAD 173 
Cg_ABCG2: --PSGLKGEILFDGVPPPD-NFKCMVGYVVQDDVVMGTLTVRENFEFSASLRLPSKLSRRERNERVDTVIQELGLGHCAD 229 
Lg_ABCG2: --PAGLKGELLIDGGPPPD-NFKCMVGYVVQDDVVMGTLTVRENFAFSASLRLPKTVTKQERDERIDQVIQELGLSECAD 146 
Dp_ABCG2: ---SNMTGEVLVNGVERDPRIFRKMSCYIMQHDELCPHLTVMEAMMCSANLKLADRISHEEK-QLVYEILETMGLKDCEN 207 
Lv_ABCG2: --KLRITGDIYINGRPVDMRTIAGVSAYVQQEDLFTGVFTVREQLNFNAQLRIGKEVSQKERLQRVEEVIKELGLGKCAN 176 
Ci_ABCG2: --PVGLSGNILINNRPLPS-NFKRISGYVVQQDIVIGTLTVRENLWFSANLRLPRSVSQKDKKKRIEEILYDLGLTMCAD 181 
Dm_White: GIQVSPSGMRLLNGQPVDAKEMQARCAYVQQDDLFIGSLTAREHLIFQAMVRMPRHLTYRQRVARVDQVIQELSLSKCQH 229 
Hs_ABCG2: --PSGLSGDVLINGAPRPA-NFKCNSGYVVQDDVVMGTLTVRENLQFSAALRLATTMTNHEKNERINRVIQELGLDKVAD 175 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       260         *       280         *       300         *       320       
Mg_ABCG2: TKVGN-EFFRGVSGGERKRTNIGMELIISPPVLFLDEPTTGLDANTANSVMMLLRRLALKGRTVVFSIHQPRYSIFKLFD 252 
Cg_ABCG2: TKVGN-EFIRGVSGGERKRTNIGMELIISPPVLFLDEPTTGLDANTANSVMMLLKRLAIKGRTIIFSIHQPRYSIYRLFD 308 
Lg_ABCG2: TKVGN-EFIRGVSGGERKRCNIGMELIISPPVLFLDEPTTGLDASTANAVMLLLKRYSLKGRTIIFSIHQPRFSIYRLFD 225 
Dp_ABCG2: TRTLN------LSGGQRKRLAIAQELVNNPPVMFFDEPTSGLDSSSCMQCIMLLKQLAQGGRTIICTIHQPSARLFEKFD 281 
Lv_ABCG2: TKIGIPGRIKGISGGEKKRLAFACEMITNPLLLLCDEPTSGLDSFMAQSVVNAMKRLTGLGKTVIATIHQPSSEVFAMFD 256 
Ci_ABCG2: TKIGN-EMIRGVSGGEKKRASIGMELITAPTVLFLDEPTTGLDASTANAVMFLLKRLGNKGRTIILSIHQPRYSIFRQFD 260 
Dm_White: TIIGVPGRVKGLSGGERKRLAFASEALTDPPLLICDEPTSGLDSFTAHSVVQVLKKLSQKGKTVILTIHQPSSELFELFD 309 
Hs_ABCG2: SKVGT-QFIRGVSGGERKRTSIGMELITDPSILFLDEPTTGLDSSTANAVLLLLKRMSKQGRTIIFSIHQPRYSIFKLFD 254 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       340         *       360         *       380         *       400       
Mg_ABCG2: SLMLLSMGECVYHGPASESLEYFKSIGYVIEEHNNPPDFFLDVING--------------EANHSEKDIE--EVHTKLVS 316 
Cg_ABCG2: GLMMLSMGEVVYHGPTKEALPFFKSIGYTIQENNNPPDFFLDVISGD-----FHVDVETLDPEKTSTDED--NIHDSLVQ 381 
Lg_ABCG2: SLMLLSSGEVVYHGPSADALDYFKSIGYECEEHNNPPDFFLDIINGDSSATLFQPILKTQENIKKRLAIEP-SPHKDPPI 304 
Dp_ABCG2: RLYLLAEGQCIYRGITGGLVQFLSSLGMDCPSYHNPADFVIEIANGEYG-------DNGIHKLVVAVLTGKCNNWNQDSN 354 
Lv_ABCG2: RLLILAEGRVAFLGAVREAHKFFTRLERPCPSNYSPGDHFIYSLAIRA---------------------GEEEQCRQFVH 315 
Ci_ABCG2: TLTLLSLGRLIYHGPNDKVLPHFDALGYHCEEHNNPADFFLDVINGDS---TALSNNIESTDIEEMTDETSKSMAEQLSE 337 
Dm_White: KILLMAEGRVAFLGTPSEAVDFFSYVGAQCPTNYNPADFYVQVLAVVP---------------------GREIESRDRIA 368 
Hs_ABCG2: SLTLLASGRLMFHGPAQEALGYFESAGYHCEAYNNPADFFLDIINGDS----TAVALNREEDFKATEIIEPSKQDKPLIE 330 
                                                                                                  
 
Figura 33. Alineamiento de la proteína ABCG2 de Mytilus galloprovincialis con diferentes 
proteínas ABCG de otras especies. Las regiones conservadas aparecen sombreadas (negro, 100%; 
gris oscuro, 80%; y gris claro, 60%). Mg_ABCG2: Mytilus galloprovincialis ABCG2 (CCD42044); 
Cg_ABCG2: Crassostrea gigas ABCG2 (EKC19623); Lg_ABCG2: Lottia gigantea ABCG (protein 
ID: 141832); Dp_ABCG2: Daphnia pulex ABCG2 (protein ID: 347444); Lv_ABCG2: Litopenaeus 
vannamei ABCG2 (ACN30234); Ci_ABCG2: Ciona intestinalis ABCG (XP_002123811); 
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                   *       420         *       440         *       460         *       480       
Mg_ABCG2: SFQKSTLNSRLQ--SQMNPILQQYQHAVETNTVKVLPKIEYATSAFTQFRAVSGRTILNLLRNPQLSVMQWLVLIIFGLI 394 
Cg_ABCG2: SYQNSNVCQQIQ--MEVKAIFDEYKRKVSLNEVVRLPPIQYNTSFFTQLVICSGRTIKNILRNPQTSVMQLFVILIFAAI 459 
Lg_ABCG2: EYGGIKTLDDINDIKQINPIHQQYKRNVENDAVVKQPAISYATSFAWQLLVVSLRTGRNLFRNPQSSILQIFVMIIFAVI 384 
Dp_ABCG2: VSGTKAHITVSIGPPNCENVARATDCLLDSDDNLPSRCSSFPTSCWAQFLILLRRTFICIMRDQTLTGLRVASHLIVGLI 434 
Lv_ABCG2: HVCDSYRDNEALDVQRQIERAMQPPSQGDALAHVKLPKSPYRASWGNQFLAMFRRTGLELVRDPLVSIIRLVQGLFFAII 395 
Ci_ABCG2: KFATSEIYNDTK--VELDEIFTKFQG--AKKKVAFEGTSQYATPFYYQFAILSQRAAKNVIRNPLASVGNLVLNLIVGVV 413 
Dm_White: KICDNFAIS---KVARDMEQLLATKNLEKPLEQPEN-GYTYKATWFMQFRAVLWRSWLSVLKEPLLVKVRLIQTTMVAIL 444 
Hs_ABCG2: KLAEIYVNSSFY--KETKAELHQLSGGEKKKKITVFKEISYTTSFCHQLRWVSKRSFKNLLGNPQASIAQIIVTVVLGLV 408 
 
                                                                                                  
                   *       500         *       520         *       540         *       560       
Mg_ABCG2: VGAIYWQ---LEKDCVTGIQNRVGAFFFIIMNQVFG-NLSAVELFIKERSIFMHENVSGFYRVSAYFFSKIICDVIPMRL 470 
Cg_ABCG2: VGAIYWQ---IDDDCESGIQNRVGAFFFIVMNQVFG-NLSAVELFIKERAIFMHENVSGFYRVSAYFFSKIFCDVIPMRL 535 
Lg_ABCG2: VGAVYWQ---IDDSSTSGVQNRVGAFFFIIMNQVFG-NLSAIELFIKERSIFIHENVSGFYRVSAYFLAKVFCDVIPMRL 460 
Dp_ABCG2: IGLLYFG----IGNEASKAFSNSGSLFFGQLFLMFTAMMPTVLTFPMEMAVLMREHLNYWYSLKAYYLAKTVADLP-FQF 509 
Lv_ABCG2: FGLIYLDTGGEDPEFNVMAQNVSGMLFTFTTNLSFSNLFPVVTVFSGLMPLFLREHWNGLYRTDIFFLTRSLLELP-VFL 474 
Ci_ABCG2: FGLLYYQ---VDDTPDTGTQNRFGVLFFITTNLLFG-CISAIEVFVKEKDIFVHEYVSGYYRVIAYFLSKLVADLIPMRT 489 
Dm_White: IGLIFLG----QQLTQVGVMNINGAIFLFLTNMTFQNVFATINVFTSELPVFMREARSRLYRCDTYFLGKTIAELP-LFL 519 
Hs_ABCG2: IGAIYFG---LKND-STGIQNRAGVLFFLTTNQCFS-SVSAVELFVVEKKLFIHEYISGYYRVSSYFLGKLLSDLLPMRM 483 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       580         *       600         *       620         *       640       
Mg_ABCG2: IPVILFSTVTYFMLGLRLAAENFFLYVLSLFLVAMSASGIAFFFSATVPIFAVANLCIALTYVFMMVFSGLLVNVSSVPS 550 
Cg_ABCG2: FPVVIFSVVTYYMIGFEEGADKLFIYMLGLFSVAMAASGLAFFFSALVKIFAIANLCIALCYVFMMVFSGLLINIASIAE 615 
Lg_ABCG2: IPVIVFSSIVYWMVGKSPAYMLFFFFMLDLFLTTLSASSLAFAISASVRMMAIANLLIALCFVFMMLFSGLLVNLNSMAD 540 
Dp_ABCG2: VFPTLYVVIVYFMSDQPCEPMRFFMFLTMSVMTSLVAQSLGLVIGAAMD-LQAAVFLGPVTTIPILLFSGFFVTLDTIPP 588 
Lv_ABCG2: VGPVGLTAIIYYMVGLRPGVQYFFTAMGILTLVANVAVSYGYMISCLAKNYQTALVLSTPLTLPIMLFGGFFVQSDSIPP 554 
Ci_ABCG2: IAPIIFCSVTYWMVGLKADPGSFFTFLLMVLLTGYAAVSIALFFSATFNSFAVASIFISLTFVFSILFAGLLVNVDTILP 569 
Dm_White: TVPLVFTAIAYPMIGLRAGVLHFFNCLALVTLVANVSTSFGYLISCASSSTSMALSVGPPVIIPFLLFGGFFLNSGSVPV 599 
Hs_ABCG2: LPSIIFTCIVYFMLGLKPKADAFFVMMFTLMMVAYSASSMALAIAAGQSVVSVATLLMTICFVFMMIFSGLLVNLTTIAS 563 
                                                                                                  
                                                                                                  
                   *       660         *       680         *       700         *       720       
Mg_ABCG2: WLR----------------------------------------------------------------------------- 553 
Cg_ABCG2: WLRWIKWISIFRYGLNALSINELKDKQFYNGTDVNGTQQL----------------------CRESGNAYLEA------- 666 
Lg_ABCG2: WLSWLKWGSIFKYSLDALSINELKDKQFCDMN--NGTS------------------------TCISGNDYLTQ------- 587 
Dp_ABCG2: YLRWLSYVAYVRYGFEGTLLAIYGFDRPNMHCSEAYCHYRS-------------------------PVKFLEE------- 636 
Lv_ABCG2: YLDWLSYLSWFQYGFEALTINQWD----GYMVCPVNPNVCI-----------------------DAGPVIFQR------- 600 
Ci_ABCG2: WLAWIKYLSVAQYAFSGLCVNEFRNSLFISCAPRNSTRLPASALQEAGSFGLDISTQGNLTCYSITGEEFLSSRLGIGSV 649 
Dm_White: YLKWLSYLSWFRYANEGLLINQWADVEPGEISCTSSNTTCP-----------------------SSGKVILET------- 649 
Hs_ABCG2: WLSWLQYFSIPRYGFTALQHNEFLGQNFCPGLNATGNNPCN--------------------YATCTGEEYLVK------- 616 
                                                                                                  
                                                             
                   *       740         *       760          
Mg_ABCG2: ------------------------------------------- :   - 
Cg_ABCG2: --QGIEYTTDFDLWQNIMALLVFATFFLVLTFIRLLTMNKLR- : 706 
Lg_ABCG2: --QGIEFDSTWLLWRSQVALFAISVIFLFLGYLKLLFLYKLR- : 627 
Dp_ABCG2: -----FDVRHSLYWVDLVVLSGFFVVLRLIAFFVLKWKLRSQH : 674 
Lv_ABCG2: -----LGFSADNFWTDIGALFGLLVGFRILAFLFLLLKSRR-- : 636 
Ci_ABCG2: DSAGVVTIADWDQWVNVVALSCITVGMLTLTYIQLTRTKTMT- : 691 
Dm_White: -----LNFSAADLPLDYVGLAILIVSFRVLAYLALRLRARRKE : 687 
Hs_ABCG2: --QGIDLSP-WGLWKNHVALACMIVIFLTIAYLKLLFLKKYS- : 655 
                                                             
 
Figura 33 (continuación) 
 
4.3.2.- Análisis filogenético. 
La relación filogenética entre la proteína ABCG2 detectada en mejillón y otras 
proteínas de la subfamilia ABCG de vertebrados e invertebrados marinos depositadas en 
las bases de datos se realizó con el método de máxima verosimilitud utilizando el 
programa MEGA 5.05. La bondad de los agrupamientos se determinó analizando 2.000 
posibles agrupamientos. El árbol filogenético resultante mostró que la proteína ABCG2 
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Figura 34. Análisis filogenético de la secuencia aminoacídica de la proteína ABCG2 obtenida en 
Mytilus galloprovincialis y proteínas ABCG de otros invertebrados. La historia evolutiva fue 
inferida por el método de máxima verosimilitud basado en el modelo matricial Jones-Taylor-
Thornton (Jones et al., 1992). El árbol consenso (bootstrap consensus tree) inferido a partir de 2.000 
repeticiones se tomó para representar la historia evolutiva de los taxones analizados (Felsenstein, 
1985). El árbol inicial para la búsqueda heurística se obtiene automáticamente de la siguiente 
manera. Cuando el número de sitios comunes era <100 o menos de la cuarta parte del número total, 
se utilizó el método de máxima parsimonia, de lo contrario se utilizó el método BIONJ con la matriz 
de distancia MCL. Se utilizó una distribución gamma discreta para modelar las diferencias 
evolutivas entre los tipos de sitios (8 categorías (+ G, parámetro = 1,6179)). El alineamiento de las 
secuencias fue construido con el ClustalW 2.0.3 y el análisis filogenético se llevó a cabo en MEGA5 
(Tamura et al., 2011). La secuencia MgABCG2 está marcada con un rombo negro. Los 
transportadores ABCG son los siguiente: ATP-binding cassette sub-family G CeC10C6.5 
(CAB05682), CeC16C10.12 (CAA86750), CeF19B6.4 (CAA93461) y CeY47D3A.11 (CAB57891) 
para Caenorhabditis elegans; ATP-binding cassette sub-family G DmCG2969/Atet (AAF51027), 
DmCG17632/Brown (AAF47020), DmCG11069 (AAF56361), DmCG17646 (AAF51341), 
DmCG3164 (AAF51548), DmCG31689 (NP_722827), DmCG32091 (NP_729728), DmCG3327 
(AAF51122), DmCG4822 (AAF51552), DmCG5853 (AAO41181), DmCG9663 (AAF51130), 
DmCG9664 (AAF451131), DmCG4314/Scarlet (AAF49455) y DmCG2759/White (AAF45826) 
para Drosophila melanogaster; ABC Transporters hABCG1/WHITE1 (AAC51098), 
hABCG2/BCRP (XP_032425), hABCG4/WHITE2 (NP_071452), hABCG5 (AF320293) y 
hABCG8 (AF320294) para Homo sapiens; ABCG transporters Dp347444 (protein ID 115326) para 
Daphnia pulex; CgABCG2 (EKC19658), CgABCG5 (EKC40938) y CgABCG8 (EKC40937) para 
Crassostrea gigas; SpABCG2a (AFH89643) de Strongylocentrotus purpuratus; LvABCG 
(ACN30234) de Litopenaeus vannamei, TaABCG (XP_002113338) de Trichoplax adhaerens y 
MgABCG2 (HE599220) de Mytilus galloprovincialis. Protein ID de las secuencias utilizadas para el 




Los resultados obtenidos en este capítulo surgen del empleo de diferentes 
técnicas moleculares para identificar, clonar y caracterizar una nueva proteína ABC en 
el mejillón Mytilus galloprovincialis. El gen abcg2 comparte características 
estructurales distintivas de la familia de proteínas ABCG que están ausentes en otros 
miembros de la superfamilia de transportadores ABC. 
La proteína ABCG2 de mejillón presenta la topología característica de esta 
subfamilia. Está compuesta por un NBD y un TMD con una configuración inversa al 
resto de los transportadores ABC donde el NBD se localiza en el extremo amino-
terminal y el TMD en el extremo carboxi-terminal. En el NBD están presentes los 
motivos conservados característicos Walker A, Walker B y motivo C, además de los 
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otros motivos como el A-loop, Q-loop, D-loop y H-loop (Ambudkar et al., 2006). El 
núcleo conservado del motivo C (LSGGQ) y los residuos de Arg (R) y Ser (S) en las 
posiciones 8 y 10 respectivamente, sufren pequeñas variaciones en esta proteína. En M. 
galloprovincialis el núcleo varía con respecto a la secuencia consenso general a 
VSGGE, pero no varía en relación con la secuencia que presentan las proteínas de la 
subfamilia ABCG, y sólo el residuo 10 está sustituido por Asn (N) mientras que la 
posición 8 mantiene la Arg (R). El núcleo conservado del motivo C de la proteína 
ABCG2 de mejillón coincide con el de la proteína ABCG2 en humanos: VSGGE. El 
motivo A-loop se sitúa aproximadamente 25 aminoácidos antes del Walker A y 
contiene un residuo aromático. Este residuo en la subfamilia ABCG puede ser triptófano 
(Trp, W): en ABCG1, ABCG4, ABCG5 y ABCG8 o bien fenilalanina (Phe, F) en 
ABCG2 (Ambudkar et al., 2006). En mejillón no se ha encontrado ningún residuo 
aromático que cumpla la pauta de localización entre 23-27 aminoácidos antes del 
Walker A.  
Esta subfamilia de semi-transportadores necesita formar dímeros para ser 
funcional. Diferentes estudios han reconocido el papel del segmento extracelular entre 
el TM5 y TM6 en la actividad oligomérica (Kage et al., 2002, 2005; Henriksen et al., 
2005; Liu et al., 2008; Mo et al., 2012). Este segmento, que es más largo en la proteína 
ABCG2 de humanos, está formado por 72 aminoácidos y contiene tres residuos de 
cisteína implicados en la formación de enlaces de disulfuro (592, 603 y 608). En 
concreto, Cys603 forma un enlace disulfuro intermolecular mientras que Cys592 y Cys608 
forman un enlace disulfuro intramolecular. En mejillón este segmento está formado por 
62 aminoácidos y solamente contiene un residuo de Cys585 (C), de manera que, este 
residuo podría estar implicado en la formación del enlace disulfuro intermolecular. Otro 
motivo implicado en el proceso de dimerización es GXXXG que en mejillón también se 
localiza en el TM1. Los residuos básicos y polares son esenciales para determinar la 
especificidad por el sustrato. Su papel ha sido estudiado por diferentes autores en varios 
transportadores ABC (Taguchi et al., 1997; Ryu et al., 2000; Conseil et al., 2006). Ni et 
al. (2010a) y Cai et al. (2010) identificaron varios residuos polares y básicos dentro o 
cerca del TM1 y TM2 respectivamente, que estaban implicados en las interacciones 
entre el sustrato y el transportador ABCG2. Al alinear la secuencia proteica ABCG2 
humana con la de mejillón se observa que en la mayoría de los casos esas mismas 
posiciones en M. galloprovincialis están ocupadas por residuos polares o básicos, 
excepto la posición Thr402 que en mejillón presenta un aminoácido no polar: Leu388 y el 
residuo básico Lys453 que contiene un aminoácido neutro: Ser440. 
La presencia de la proteína ABCG2 ha sido caracterizada en los últimos años en 
diferentes especies desde la bacteria Gram-positiva Lactococcus lactis (Janvilisri et al., 
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2003) o en la levadura Pichia pastoris (Mao et al., 2004) hasta en humanos. En 
invertebrados se han identificado ocho miembros en el genoma de Ciona intestinalis 
(Annilo et al., 2006), de ellos, cuatro presentan un porcentaje de identidad entre el 38-
50% con la proteína humana ABCG2. En 2009, en los crustáceos Litopenaeus vannamei 
y Daphnia pulex fueron clonados e identificados algunos miembros pertenecientes a 
esta subfamilia. En Litopenaeus vannamei se obtuvo la secuencia completa del 
transportador ABCG2 a partir de hepatopáncreas (Zhou et al., 2009). Mientras que 
Sturm et al. (2009) identificaron en el genoma del crustáceo Daphnia pulex 23 
transportadores ABCG. El elevado número de genes presentes en este crustáceo y 
también en Drosophila se debe a la duplicación de los genes. Los genomas de insectos y 
nemátodos presentan un gran número de genes duplicados, siendo más elevado los 
genes en tándem o localmente duplicados en Caenorhabditis elegans que en 
Drosophila. Una situación similar es la que presenta los transportadores ABCG en 
Daphnia pulex. Goldstone et al. (2006) estudiaron las familias de genes implicadas en la 
protección frente a sustancias químicas de estrés en el erizo Strongylocentrotus 
purpuratus. Se identificaron 65 genes pertenecientes a las ocho subfamilias ABC, un 
total de nueve genes pertenecen la subfamilia ABCG de los cuales cuatro son Abcg2. 
Actualmente Gökirmak et al. (2012) han obtenido la secuencia completa del gen abcg2 
en embriones de Strongylocentrotus purpuratus. En erizo se obtuvieron nueve 
miembros pertenecientes a la subfamilia ABCG, de los cuales, cuatro pertenecen a 
ABCG2. En insectos también se han identificado el gen abcg2. En el mosquito del trigo, 
Mayetiola destructor, Shukle et al. (2008) evaluaron el patrón espacial (en los 
diferentes tejidos) y el patrón temporal (durante el desarrollo) de la proteína ABCG2. 
En vertebrados se han identificado varios genes transportadores ABCG en los últimos 
años. En la rana Xenopus laevis se detectó la expresión del gen abcg2 en ovocitos 
(Nakanishi et al., 2003). En varios peces teleósteos como Oncorhynchus mykiss, Danio 
rerio, Salmo salar y Chelon labrosus también se han clonado y caracterizado genes que 
codifican para la proteína ABCG2. Annilo et al. (2006) obtuvieron a partir del genoma 
de Danio rerio cuatro copias parálogas del gen abcg2. En el hígado de la trucha arco 
iris, Oncorhynchus mykiss, se caracterizó el gen abcg2 (Zaja et al., 2008b). En 2012, de 
Cerio et al. caracterizaron un fragmento parcial que codifican para el gen abcg2 en 
Chelon labrosus (de Cerio et al., 2012). Leong et al. (2010) identificaron en el salmón 
atlántico (Salmo salar) un pequeño fragmento de 432 aminoácidos (datos no 
publicados).  
Los análisis filogenéticos revelaron un alto grado de similitud de la proteína con 
la ABCG2 de humanos y de invertebrados, concretamente este miembro de la 
subfamilia ABCG está implicado en el transporte de xenobióticos desempeñando un 
papel importante en la multirresistencia frente a xenobióticos (MXR) (Ozvegy et al., 
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2002). En resumen, los resultados obtenidos en este capítulo caracterizan, por primera 
vez, la secuencia completa del cDNA que codifica para una proteína de membrana 

























5. CAPÍTULO III: 
Expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2  
en Mytilus galloprovincialis 
 
 




El sistema de multirresistencia frente a xenobióticos (MXR) (Kurelec, 1992), 
análogo a la multirresistencia frente a fármacos (MDR) en células tumorales, presente 
en organismos acuáticos funciona como un mecanismo de defensa que los protege 
frente a los xenobióticos (Bard, 2000). 
Las causas de que una célula tumoral sea resistente a la quimioterapia son 
muchas y de distinta naturaleza. Entre los factores que causan esta resistencia están las 
proteínas transportadoras de membrana pertenecientes a la superfamilia ABC. Este 
fenómeno recibe el nombre de resistencia múltiple frente a fármacos o MDR. La 
mayoría de las células tumorales presentan una resistencia innata a los xenobióticos 
mientras que otras la han adquirido tras el contacto con los fármacos. El mecanismo de 
resistencia frente a fármacos se puede resumir en seis clases: (1) 
disminución/pérdida/alteración de la diana del fármaco; (2) aumento del metabolismo 
del fármaco; (3) aumento de los mecanismos de reparación celular; (4) disminución de 
la absorción de fármacos; (5) aumento de la expulsión del fármaco y (6) 
compartimentación del fármaco. Las células adaptadas a los tres primeros mecanismos 
son, a menudo, resistentes a un grupo de fármacos similares en estructura y función. Por 
el contrario, los tres últimos mecanismos alteran la acumulación de los fármacos dentro 
de la célula lo que implica la resistencia a varios fármacos estructural y funcionalmente 
diferentes lo que se conoce como MDR (Ambudkar et al., 1999).  
La historia de las proteínas relacionadas con la resistencia múltiple frente a 
fármacos comienza en 1973 cuando Dano et al. descubren la expulsión de daunomicina 
en células tumorales resistentes. Las células expuestas a este fármaco desarrollaban 
resistencia a otros compuestos estructuralmente diferentes. En 1976, Juliano y Ling 
descubrieron una glucoproteína en la membrana plasmática de células multirresistentes 
llamada P-gp (Juliano y Ling, 1976). Pero es en 1983, cuando el equipo de Ling dio a 
conocer que el aumento de la expresión de P-gp estaba implicado en la resistencia 
múltiple frente a fármacos en líneas celulares de mamíferos (Kartner et al., 1983). La 
secuencia completa de la proteína MDR se obtiene un par de años después, en 1986 por 
Chen et al.. En 1992, Cole et al. identifican un nuevo transportador ABC, la MRP1, a 
partir de una línea celular de cáncer de pulmón multirresistentes que no expresaba P-gp 
(Cole et al., 1992). Otra proteína causante del fenotipo MDR es la ABCG2 aislada en 
líneas celulares multirresistente seleccionadas por exposición a mitoxantrona (Chen et 
al., 1996; Savary et al., 1996; Croop et al., 1997). 
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Además de la P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1) y ABCG2, al menos doce 
trasportadores ABC están relacionados o pueden producir una disminución de la 
acumulación intracelular del fármaco. Estos transportadores ABC han sido estudiados 
por varios grupos: ABCA2 (Vulevic et al., 2001), ABCA3 (Chapuy et al., 2008), 
ABCB4 (Smith et al., 2000), ABCB5 (Frank et al., 2005), ABCB11 (Childs et al., 
1998), ABCC2 (Huisman et al., 2005), ABCC3 (Zelcer et al., 2001), ABCC4, ABCC5 
(Ritter et al., 2005), ABCC6 (Belinsky et al., 2002), ABCC10 (Hopper-Borge et al., 
2004) y ABCC11 (Chen et al., 2005).  
Muchos organismos acuáticos son capaces de sobrevivir en ambientes que 
contienen altos niveles de toxinas de origen natural o múltiples contaminantes debidos a 
la actividad humana gracias al mecanismo denominado multirresistencia frente a 
xenobióticos (MXR) (Kurelec, 1992). La biotransformación y eliminación (o 
desintoxicación) del xenobiótico tiene lugar en varias fases en las que participan una 
serie de sistemas enzimáticos: 
- Fase I: funcionalización. 
- Fase II: conjugación. 
- Fase III/0: transporte activo (Proteínas transportadoras ABC). 
 
El objetivo principal de las dos primeras fases es disminuir la toxicidad del 
xenobiótico transformándolo en un derivado más hidrófilo que facilite su excreción. En 
la Fase I actúan principalmente dos grupos de enzimas, las oxidorreductasas y las 
hidrolasas que se encargan de modificar químicamente los compuestos para que sean 
más hidrófilos y por tanto, más fácilmente eliminables en fases posteriores. Suele tener 
lugar a nivel microsomal (retículo endoplasmático) y se llevan a cabo procesos de 
hidrólisis, oxidación y reducción. Las enzimas de la superfamilia Citocromo P450 
(CYP) son las que predominan en la Fase I del metabolismo de los xenobióticos aunque 
también actúan otras como las monooxigenasas dependientes de flavina (FMO), las 
monoaminooxidasas (MAO), las ciclooxigenasas, las deshidrogenasas, las reductasas, 
las esterasas y las amidasas. La Fase II ocurre generalmente en el citosol y las enzimas 
de esta fase (transferasas) aprovechan grupos electrofílicos presentes originalmente en 
la molécula sustrato o bien, introducidos por las enzimas de Fase I, para llevar a cabo 
reacciones de conjugación con moléculas de bajo peso molecular, como glutatión, ácido 
glucurónico o acetil coenzima A, etc. La última fase del mecanismo de 
biotransformación de los xenobióticos se caracteriza por la acción de los transportadores 
del sistema de multirresistencia frente a xenobióticos. Los transportadores ABC 
bombean los metabolitos conjugados fuera de la célula, de ese modo, la concentración 
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intracelular de los xenobióticos disminuye. Sin embargo, estos transportadores pueden 
actuar en una primera línea de defensa denominada Fase 0 previniendo la acumulación 
intracelular de toxinas por unión y excreción directa de xenobióticos y contaminantes 
























Figura 35. Modelo del proceso de desintoxicación de xenobióticos. Un tóxico (X) en bajas 
concentraciones puede eliminarse por difusión desde el interior al exterior de la célula o por unión y 
excreción directa a través de transportadores ABC (P-gp). A altas concentraciones, el tóxico X se 
acumula y es metabolizado por enzimas de la familia Citocromo P450 (CYP450), los metabolitos 
resultantes pueden eliminarse directamente a través de la P-gp o conjugarse con el glutatión para ser 
expulsados por transporte activo de MRP o secuestrados en vesículas citoplasmáticas (Modificado 
de Bard, 2000). 
 
La reducción en la acumulación intracelular de los xenobióticos se debe a la 
expulsión a través de la membrana celular por los transportadores ABC aunque también 
puede producirse por el secuestro de los compuestos en vesículas citoplasmáticas. El 
papel que desempeñan los transportadores en el secuestro vesicular de compuestos ha 
sido estudiado por Svensson et al. (2003). Su estudio confirmó que los transportadores 
pueden acumular grandes cantidades de compuestos tóxicos dentro de compartimentos 
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citoplasmáticos en vesículas endocíticas, es decir, secuestran los compuestos en lugar de 
excretarlos (Svensson et al., 2003). 
El mecanismo de desintoxicación de xenobióticos está presente en todos los 
organismos. Su funcionamiento se ha detectado en numerosas especies acuáticas como 
esponjas, crustáceos, mejillones, ostras, almejas, estrellas de mar, erizos de mar, corales 
y peces (Bard, 2000; Hamdoun et al., 2004; Roepke et al., 2006; Venn et al., 2009). La 
mayoría de los estudios se han centrado principalmente en el metabolismo y transporte 
de compuestos antropogénicos aunque existen ciertos sustratos procedentes de 
organismos marinos que también pueden inducir el sistema MXR. Entre los sustratos 
naturales se incluyen los lamellarinos, un grupo de compuestos aromáticos condensados 
policíclicos, aislados de tunicados del género Didemnum (Quesada et al., 1996; 
Vanhuyse et al., 2005); la patellamida D un octapéptido cíclico obtenido del tunicado 
Lissoclinum patella (Williams y Jacobs, 1993); las botrillamidas, una bomotirosina 
derivada de la ascidia Botryllus tyreus (Henrich et al., 2009); el dolostatin, un péptido 
lineal derivativo aislado de la liebre de mar Dolabella auricularia (Aherne et al., 1996); 
el sifolenol A, un triterpeno sifolano obtenido de la esponja Callyspongia siphonella 
(Shi et al., 2007); la hippurina, esteroles con estructura polioxigenada, obtenidos de la 
gorgonia Isis hippuris (Tanaka et al., 2002); el alcaloide caulerpina, encontrado en algas 
del género Caulerpa (Schröder et al., 1998); la caliculina A, un inhibidor de las proteína 
fosfatasas PP1 y PP2A aislada del género de algas verdes Acetabularia (Chambers et 
al., 1993); y toxinas marinas como el ácido okadaico producidas por dinoflagelados del 
género Dinophysis y Prorocentrum (Suganuma et al., 1988; Chambers et al., 1993; 
Mouratidou et al., 2006). La distribución de los transportadores del sistema MXR en 
tejidos implicados en la absorción, secreción y función de barrera en organismos 
acuáticos sugiere que pueden desempeñar un papel en la protección frente a los 
xenobióticos presentes en la dieta. Hasta el momento, se desconoce si el sistema MXR 
juega algún papel en la eliminación de toxinas marinas durante los procesos de 
desintoxicación celular en moluscos afectados por toxinas. 
Con el fin de encontrar evidencias que apoyen la hipótesis de que la presencia de 
toxinas (principalmente toxinas diarreicas DSP) induce la expresión de los genes mrp1, 
mrp2 y abcg2 durante un episodio producido por Dinophysis acuminata, se 
cuantificaran por medio de RT-qPCR en tiempo real los niveles de mRNA de los tres 
genes en mejillones libres y afectados por la toxina DSP. Los análisis de expresión 
génica basados en la técnica de RT-qPCR emplean genes de referencia para normalizar 
los resultados, en este sentido, en este capítulo también se analizará la estabilidad de 
varios genes en diferentes tejidos de mejillón con el fin de encontrar los mejores genes 
de referencia para normalizar los datos en cada situación.  
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5.2.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
5.2.1.- Obtención de los animales. 
En los estudios de expresión se emplearon muestras de mejillón (Mytilus 
galloprovincialis Lamarck, 1819) obtenidas durante los muestreos semanales del 
INTECMAR (Instituto Tecnolóxico para el Control do Medio Mariño, Xunta de 
Galicia, http://www.intecmar.org/).  
Durante el año 2010 tuvo lugar un fuerte episodio tóxico por biotoxina DSP 
causado por Dinophysis acuminata que ocasionó la prohibición de extracción de 
moluscos en las rías gallegas. La prohibición se mantuvo desde finales del mes de junio 
hasta mediados de noviembre de ese mismo año en la ría de Pontevedra. En la ría de 
Arousa, ese episodio provocó el cierre de los polígonos durante 15 días en el mes de 
julio, posteriormente se produjo un levantamiento de la prohibición comenzando a 
detectarse un nuevo aumento de la toxicidad en el mes de septiembre que mantuvo el 
cierre de los polígonos hasta el mes de octubre (Tabla 13). En septiembre de 2009 se 
tomó una muestra en la ría de Arousa (Pobra B), y entre julio y septiembre de 2010 se 
tomaron muestras en una estación de la ría de Arousa (Grove A) y en dos estaciones de 
la ría de Pontevedra (Bueu A2 y Bueu B) (Figura 36). En las estaciones Grove A, Bueu 
A2 y Bueu B se recogieron muestras a 1, 5 y 10 metros de profundidad.  
 
Tabla 13. Diagrama de Mareas Rojas en cultivos de viveros flotantes en las rías gallegas durante el 
año 2010. Datos facilitados por el INTECMAR. 
 
 
Las muestras correspondientes al periodo de julio-septiembre de 2010 fueron 
tomadas durante un episodio de presencia de toxina diarreica en los bivalvos (DSP). En 
la estación de la ría de Pontevedra, 15 muestras de mejillón (5 individuos por cada 
altura) se recogieron durante la floración de Dinophysis acuminata en la zona de cultivo 
de mejillones. La frecuencia de muestreo fue variable según las circunstancias del 
episodio tóxico. Se tomaron muestras a los dos (1-Bueu, recogidas el 30 de junio de 
2010), diez (2-Bueu, recogidas el 8 de julio de 2010), dieciséis (3-Bueu, recogidas el 14 
de julio de 2010) y setenta y dos días (4-Bueu, recogidas el 15 de septiembre de 2010) 
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desde el cierre de explotación de los polígonos. En la estación de la ría de Arousa 
(Grove, recogidas el 14 de julio de 2010), 15 animales se tomaron durante el inicio del 
desarrollo temprano de la floración. Las muestras control (18 mejillones) procedentes de 
la ría de Arousa (Caramiñal, recogidas el 29 de septiembre de 2009) fueron recogidas 
dos meses después de la desaparición de episodio tóxico en la zona. 
Se extrajeron los tejidos de glándula digestiva, branquia y manto a cada 
mejillón. Tras la disección, las muestras destinadas a RT-qPCR se almacenaron en 
RNAlater® (Ambion, ref. 7024) a -20ºC según las instrucciones del fabricante. Las 
muestras de glándula digestiva utilizadas para la extracción y el análisis de toxinas 









Figura 36. Situación de las áreas dedicadas al cultivo de Mytilus galloprovincialis en las dos 
principales rías de Galicia: Arousa y Pontevedra. Las muestras de mejillón fueron recogidas de 
bateas dentro de los polígonos resaltados en negro a tres profundidades (1, 5 y 10 metros). 
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5.2.2.- Extracción de toxinas y análisis de ácido okadaico. 
Para la cuantificación del ácido okadaico total (ácido okadaico + formas 
conjugadas) se diseccionaron las glándulas digestivas y se extrajeron las toxinas 
mediante homogeneización con metanol 100% en una proporción (1:4, p:v). El 
homogeneizado obtenido se clarificó por centrifugación a 48.000 g durante 20 min. Una 
alícuota de este extracto se sometió a una hidrólisis alcalina según el procedimiento de 
Vale and Sampayo (1999) ligeramente modificado. Brevemente, el método consistió en 
agregar 62,5 µL de NaOH 2,5 N a 0,5 mL de extracto, calentarlo a 76ºC durante 40 min 
en un vial cerrado y finalmente neutralizar el extracto agregando 62,5 µL de HCl 2,5 N. 
El análisis del extracto hidrolizado, previa filtración por un filtro de jeringa de Nylon de 
0.22 µm de poro, se llevó a cabo por HPLC-MS/MS con SPE online, según la técnica de 
Regueiro et al. (2011) con un sistema cromatográfico Thermo Accela acoplado a un 
espectrómetro de masas de triple cuádruplo Thermo Quantum Access MAX por medio 
de una interfase electrospray HESI-II. La cuantificación se llevó a cabo mediante la 
comparación de la respuesta obtenida en el análisis de las muestras con la de una 
solución de referencia de ácido okadaico suministrada por el NRC de Canadá. 
 
5.2.3.- Extracción de RNA y transcripción inversa. 
En la extracción de RNA para los tejidos de glándula digestiva, branquia y 
manto conservados en RNAlater® a -20ºC se utilizaron aproximadamente 20 mg de 
muestra. En el caso de la glándula digestiva la extracción de RNA se realizó con el kit 
comercial RNAqueous® (Ambion, ref. AM1912), en branquia y manto se utilizó el kit 
NucleoSpin® RNA II (Machery-Nagel, ref. 740955.250) según las instrucciones del 
fabricante. Como en extracciones anteriores, todas las muestras se sometieron a una 
precipitación con cloruro de litio para eliminar el DNA. Una vez resuspendido el 
precipitado de RNA en 60 µL de RNase-free H2O (Macherey-Nagel) se mezcló con 
medio volumen de la solución de cloruro de litio 7,5 M y se dejó incubar a -20ºC toda la 
noche. A la mezcla se le añadió 1 mL de etanol al 75% y se centrifugó durante 15 min a 
4ºC, la fase acuosa se descartó y el precipitado se dejó secar a temperatura ambiente. El 
RNA obtenido se resuspendió en 30 µL de una solución libre de RNasa, RNA Storage 
Solution (Ambion, ref. AM7001). 
Siguiendo las indicaciones anteriormente mencionadas en el capítulo I (apartado 
3.3.2 de materiales y métodos), las muestras de RNA se trataron con DNasa empleando 
el kit comercial Turbo DNA-free™ (Ambion, ref. AM1907) y a continuación se estimó 
la calidad y cantidad de RNA. El grado de pureza y la cantidad de RNA se determinó 
por espectrofotometría UV (ND-1000 de NanoDrop) midiendo la absorbancia a 260 nm, 
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la relación A260/280 y A260/230 deben ser ≥ 1,8 (Tabla A1 del Anexo). La integridad 
del RNA se evaluó mediante electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa 
visualizando las bandas de rRNA (Figuras A4, A5, A6 del Anexo). Las muestras se 
prepararon mezclando 2 µL de cada RNA, 4 µL de Glioxal Load Dye (Ambion, ref. 
AM8551) y agua hasta completar un volumen de 10 µL. La mezcla se incubó a 50ºC 
durante 30 min y se cargó en un gel de agarosa D1 (Pronadisa, ref. 8008) al 1% en 
tampón TBE (Tris-ácido bórico-EDTA) 0,5 X. 
La transcripción inversa de las muestras se llevó a cabo con iScript™ cDNA 
Synthesis Kit (BioRad, ref. 170-8891). Al volumen correspondiente de 0,6 µg de RNA 
total se le añadieron 4 µL de 5X iScript Reaction Mix, 1 µL iScript Reverse 
Transcriptase y agua hasta completar un volumen de 20 µL. La reacción se calentó a 
25ºC durante 5 min, 42ºC durante 30 min y 85ºC durante 5 min (Tabla 14). 
 
Tabla 14. Componentes y volumen de los reactivos empleados en 








5.2.4.- Diseño de cebadores. 
Los genes de referencia seleccionados en este estudio pertenecen a grupos 
funcionales diferentes para evitar una co-regulación entre ellos. Se diseñaron cebadores 
para ocho genes de referencia: NADH deshidrogenasa subunidad 4 (nd4), 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), citocromo c oxidasa subunidad I 
(cox1), proteína de fusión ubiquitina-proteína ribosomal S27 (rps27), factor eucariota de 
iniciación de la traducción 5A (tif5a), proteína S4 ribosomal 40S (rps4), actina (act) y 
RNA ribosómico 18S (18S). También tres pares de cebadores correspondientes a los 
genes de interés: mrp1, mrp2 y abcg2. 
Para el diseño de los cebadores de los genes gapdh y rps27 se utilizó la 
secuencia consenso obtenida a partir de las secuencias recogidas en la Tabla 15. Los 
cebadores para los genes nd4, cox1, tif5a, rps4, act y 18S se diseñaron a partir de 
secuencias de las bases de datos (Tabla 15). En el caso de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 
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los cebadores fueron diseñados a partir de las secuencias de los genes abcc y abcg 
descritas en los capítulos I y II respectivamente. 
Los cebadores fueron diseñados con el programa en línea OligoAnalyzer 3.1 
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Tablas 15 y 16). Se 
comprobó la especificidad de cada pareja de cebadores mediante PCR en tiempo real 
cuantitativa y análisis de su Tm. Los productos amplificados se separaron en gel de 
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Tabla 16. Relación de cebadores utilizados en la qPCR para el estudio de expresión en Mytilus 
galloprovincialis. BR: tejido de la branquia. 
Gen  Cebador Sentido (5' ‐ 3')  Cebador Antisentido (5' ‐ 3')  Amplicon (pb) 
mrp1  GACAAATCAGGGAATTCGAC  ATCATCAAGACACCAAGCCG  99 
mrp2  ATGGTACTCGACAACGGAAAG  GATGATTCCAGAGTCCTTTGC  105 
abcg2  ACGCATTGGATATAAATGAG  GACATGGCCCCTAGTGCAAC  154 
abcg2 (BR)  AGCAACATGCTCAGGGACTG  GACATGGCCCCTAGTGCAAC  105 
nd4  CAGCCCCACCTAGTCTAAATC  AGCAAGCCCTAATAAAGCTCAT  114 
gapdh  AGGAATGGCCTTCAGGGTAC  TCAGATGCTGCTTTAATGGCTG  114 
cox1  TGCTCATTGGCATTGGGTGTC  AGTTCCTGCTCAGTCCATCTCAC  151 
rps27  CGTGAATGTCCCAACGAAGAG  TGTTGCCTCTGGTTTGTTGA  114 
tif5a  ACGCTACTTGACATTAACGATG  AGCTAGTTCTTCTCCCATAGC  171 
rps4  TGGGTTATCGAGGGCGTAG  TCCCTTAGTTTGTGAGGACCTG  121 
act  TCTTGATTTCGAGCAGGAAATG  GGATGGTTGGAATAATGATTCTG  138 
18S  TCGATGGTACGTGATATGCC  CGTTTCTCATGCTCCCTCTC  84 
 
5.2.5.- PCR en tiempo real cuantitativa (qPCR). 
La PCR en tiempo real cuantitativa se realizó con el kit SsoFastTM EvaGreen® 
Supermix (BioRad, ref. 172-5201). Para ello, todas las muestras (93 mejillones) 
correspondientes a un gen y un tejido fueron incluidas en la misma placa de 96 pocillos 
junto con dos controles. Cada reacción de PCR se realizó en un volumen final de 20 µL 
y estaba compuesta por 4 µL de cDNA diluido (24 ng), 10 µL SsoFastTM EvaGreen® 
Supermix (BioRad, ref. 172-5201), 0,8 µL de cada cebador a una concentración de 10 
µM (concentración final: 400 nM) y 4,4 µL de PCR-grade water (Roche, ref. 
03315843001). Todas las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador iCycler 
iQ™ (BioRad) usando el programa de termociclado que se detalla en la Tabla 17. El 
último paso del programa permitió la construcción de una curva de fusión o melting con 
la que se comprobó la amplificación de los fragmentos esperados. 
 
Tabla 17. Condiciones de la qPCR para la amplificación de los genes en Mytilus galloprovincialis. 
Procedimiento  Temperatura  Tiempo (s)  Ciclos 






Curva de fusión  Incrementos de 0,5ºC desde 60ºC hasta 95ºC  10  80 
 
Expresión mrp1, mrp2 y abcg2 
109 
La cuantificación mediante qPCR se basa en la determinación del Cq 
(Quantification cycle también denominado Ct: threshold cycle, o Cp: crossing point) 
para cada cDNA en cada experimento de qPCR. El Cq es el número de ciclos necesarios 
para alcanzar un umbral en la señal de fluorescencia. Para comparar los datos obtenidos 
a partir de diferentes placas de experimentación, los valores de Cq fueron obtenidos 
utilizando el mismo valor umbral, ajustado manualmente, para cada gen (Tablas 18, 19 
y 20). Dicho valor umbral debe estar en la fase exponencial de la curva de amplificación 
 
Tabla 18. Parámetros de la recta patrón de los genes empleados en la qPCR en 
glándula digestiva de Mytilus galloprovincialis. r: coeficiente de correlación. 
Gen  Umbral  Dilución  Puntosa  r  Pendiente  Eficiencia (%)
mrp1  300  1:4  4  0,983  ‐3,193  105,7 
mrp2  250  1:4  5  0,99  ‐3,387  97,4 
abcg2 b  253,7  1:3  4  0,993  ‐3,016  114,6 
nd4  300  1:5  6  0,996  ‐3,189  105,8 
gapdh  300  1:5  6  0,992  ‐3,338  99,3 
cox1  300  1:5  6  0,996  ‐3,712  85,9 
rps27  300  1:5  6  0,996  ‐3,531  92 
tif5a  300  1:5  6  0,988  ‐3,400  96,9 
rps4  300  1:5  6  0,994  ‐3,554  91,1 
act  300  1:5  5  0,993  ‐3,557  91 
18S  300  1:5  5  0,99  ‐3,342  99,2 
 a Número de puntos de la recta patrón. 
 b A partir de producto de PCR. 
 
Tabla 19. Parámetros de la recta patrón de los genes empleados en la qPCR en 
branquia de Mytilus galloprovincialis. r: coeficiente de correlación. 
Gen  Umbral  Dilución  Puntosa  r  Pendiente  Eficiencia (%)
mrp1  250  1:3  5  0,99  ‐3,310  100,5 
mrp2 b  250  1:5  6  0,991  ‐3,285  101,6 
abcg2 b  250  1:10  6  0,999  ‐3,732  85,3 
nd4  250  1:5  6  0,997  ‐3,311  100,5 
gapdh  250  1:5  5  0,992  ‐3,158  107,3 
cox1  250  1:5  6  0,994  ‐3,382  97,6 
rps27  250  1:5  6  0,994  ‐3,294  101,2 
tif5a  250  1:5  6  0,994  ‐3,338  99,3 
rps4  250  1:5  6  0,996  ‐3,489  93,5 
act  250  1:5  6  0,991  ‐3,078  111,3 
18S  250  1:5  6  0,999  ‐3,656  87,7 
 a Número de puntos de la recta patrón. 
 b A partir de producto de PCR. 
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Tabla 20. Parámetros de la recta patrón de los genes empleados en la qPCR en manto 
de Mytilus galloprovincialis. r: coeficiente de correlación. 
Gen  Umbral  Dilución  Puntosa  r  Pendiente  Eficiencia (%) 
mrp1 b  200  1:5  6  0,996  ‐3,408  96,5 
mrp2 b  200  1:5  6  0,998  ‐3,289  101,4 
abcg2 b  200  1:5  6  0,997  ‐3,573  90,5 
nd4  200  1:5  6  0,997  ‐3,300  100,9 
gapdh  200  1:5  5  0,992  ‐3,409  96,5 
cox1  200  1:5  6  0,996  ‐3,542  91,6 
rps27  200  1:5  6  0,99  ‐3,388  97,3 
tif5a  200  1:5  5  0,991  ‐3,217  104,6 
rps4  200  1:5  6  0,998  ‐3,426  95,8 
act  200  1:5  6  0,996  ‐3,314  100,3 
18S  200  1:5  6  0,996  ‐3,475  94 
 a Número de puntos de la recta patrón. 
 b A partir de producto de PCR. 
 
5.2.6.- Determinación de la eficiencia de la amplificación en cada gen. 
Se realizaron curvas patrón para cada gen en cada tejido a partir de diluciones 
seriadas de una muestra de cDNA para el estudio de los datos de expresión obtenidos en 
el experimento. Se prepararon una serie de diluciones 1:3, 1:4 y 1:5 a partir de una 
muestra de cDNA obtenida de un pool de todas las muestras de RNA y 1:10 a partir de 
un fragmento de PCR purificado para el gen abcg2 de M. galloprovincialis. El rango de 
concentraciones de cDNA varía desde 24 ng hasta 2,96 x 10-4 µg para la serie de 
diluciones 1:3, desde 24 ng hasta 9,37 x 10-5 µg para la serie 1:4, y desde 24 ng hasta 
7,68 x 10-6 µg para la serie 1:5. La reacción de amplificación se realizó bajo las mismas 
condiciones descritas anteriormente para la qPCR pero por triplicado para cada una de 
las diluciones.  
La recta fue generada automáticamente por parte del termociclador iCycler iQ™ 
(BioRad) (Figura A7, A8 y A9 del Anexo) al igual que la eficiencia de la PCR y el 
coeficiente de correlación (Tablas 18, 19 y 20). La eficiencia de la PCR fue calculada 
mediante la Ecuación 1. 
E = 10-1/m - 1 
E (%) = (10-1/m - 1) x 100   Ecuación 1 
 
Donde E (%) es la eficiencia de la PCR expresada en porcentaje, y m es la 
pendiente de la recta de la gráfica obtenida (Kubista et al., 2006). 
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5.2.7.- Selección de los genes de referencia. 
La medida de la expresión génica por medio de qPCR la hacemos por 
cuantificación relativa, en la que se compara el nivel de expresión del gen de interés 
respecto a la expresión de uno o varios genes de referencia (también llamado gen 
interno, gen constitutivo o en inglés housekeeping gene). Es lo que se denomina como 
normalización de la expresión del gen de interés. Para que la cuantificación sea correcta 
es necesario evaluar si los genes de referencia se expresan de forma estable en las 
muestras de estudio independiente de las condiciones del experimento. Se recomienda el 
empleo de más de un gen de referencia para obtener una correcta normalización. En el 
presente trabajo se emplearon varios programas para seleccionar los mejores genes de 
referencia en cada tejido: geNorm 3.5 (Vandesompele et al., 2002), NormFinder v. 
0.953 (Andersen et al., 2004) y BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). 
El programa geNorm realiza dos análisis: determina la estabilidad de los genes 
seleccionados (M) y valora el número mínimo de genes de referencia necesarios para 
una correcta normalización (Vn/n+1). De manera que los genes con una menor M 
presentan la mayor estabilidad dentro del grupo de muestras que estamos analizando. 
Vandesompele et al. (2002) proponen el uso de al menos tres genes de referencia para 
una correcta normalización. 
Otro programa, Normfinder, permite estimar la variación de la expresión de los 
genes dentro y entre los grupos definidos por el investigador. De este modo, los genes 
con una variación inter- e intra grupo mínima son considerados como los más estables, 
poseyendo un valor de estabilidad (S) mínimo. 
Por último, el programa BestKeeper, calcula una serie de estadísticos 
descriptivos sobre los valores de Cq y genera coeficientes de correlación entre cada gen 
y el índice BestKeeper (media geométrica de los valores Cq para los genes de referencia 
candidatos). 
Los valores de Cq obtenidos a partir del iCycler iQ™ (BioRad) se utilizaron 
directamente para los cálculos de estabilidad con el análisis BestKeeper. En el caso del 
análisis con geNorm y NormFinder los valores de Cq se transformaron en cantidades 
relativas (relative quantities, RQ) (Hellemans et al., 2007) :  
 
RQ = (1 + E) ΔCq 
Cq = valor de Cq más bajo de todas las muestras de este gen - valor Cq de la muestra 
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5.2.8.- Cálculo de la expresión normalizada. 
Una vez seleccionados los mejores genes de referencia se ha de normalizar la 
expresión de los genes de interés en relación a los genes de referencia. En el presente 
trabajo se ha calculado la expresión de un gen a partir de su Cq utilizando la Ecuación 2. 
Esta ecuación incluye la eficiencia (E) de la reacción de PCR obtenida a partir de 
diluciones seriadas de cDNA según la Ecuación 1. 
 
Expresión gen = (1 + E gen) 
– Cqgen   Ecuación 2 
 
Finalmente, para normalizar la expresión del gen de interés dividiremos su 
expresión por la media geométrica de la expresión de los genes de referencia mediante 
la Ecuación 3. 
 
Ecuación 3: 
Expresión normalizada del gen = 
(1 + E gen)  - Cq gen




5.2.9.- Análisis estadístico. 
Se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) de los datos obtenidos. 
Previamente los datos se transformaron calculando el logaritmo (base 2) para cumplir 
los criterios de normalidad y homogeneidad de las varianzas. Se efectuaron 
comparaciones múltiples a posteriori empleando los test de Diferencia Honestamente 
Significativa de Tukey (HSD de Tukey), Dunnett y Games-Howell con el objetivo de 
encontrar diferencias significativas entre los grupos. También, se hizo el análisis de 
correlación lineal de Pearson para establecer el grado de asociación entre la 
concentración de ácido okadaico en el tejido de la glándula digestiva y la expresión de 
los genes mrp1, mrp2 y abcg2. Se consideraron diferencias significativas para un valor 
de significación p < 0,05. El análisis estadístico se llevó a cabo con en el paquete 








5.3.1.- Análisis de la concentración de ácido okadaico en glándula digestiva. 
La concentración de toxinas presente en cada uno de las muestras de glándula 
digestiva de mejillón se determinó por HPLC-MS/MS. La principal toxina detectada fue 
el ácido okadaico.  
En la Tabla 21 y la Figura 37 se muestran las concentraciones de ácido okadaico 
(ng/g) así como la concentración promedio en los mejillones a las tres profundidades 
muestreadas procedentes de bateas de las rías gallegas (como se detalla en el apartado 
5.2.1 de materiales y métodos de este capítulo).  
Al comienzo del episodio tóxico, en junio de 2010, se detectaron altos niveles de 
AO que fueron aumentando hasta alcanzar valores máximos a mediados de julio, y 
descendiendo a medida que finalizaba el episodio tóxico. En 1-Bueu, a finales de junio, 
a los dos días del cierre de explotación por el episodio los niveles de toxina oscilaban 
entre 425,6 ng/g y 5.414,1 ng/g, incrementándose ligeramente a los 5 y 10 metros de 
profundidad. Durante julio, las muestras obtenidas a los diez días (2-Bueu) presentaron 
concentraciones entre 1.068,1 ng/g y 8.760,3 ng/g, descendiendo los valores hacia 
mayores profundidades; y a los dieciséis días (3-Bueu) se alcanzaron las máximas 
concentraciones de AO a 5 y 10 metros (niveles de AO entre 7.434,7 ng/g y 80.052,7 
ng/g). Durante el muestreo de septiembre en 4-Bueu (a los setenta y dos días del cierre) 
los valores de AO se mantuvieron entre 880,6 ng/g y 3.694,1 ng/g y su distribución 
vertical no mostró grandes diferencias. Los valores en Grove oscilaron entre 272,8 ng/g 
y 1.620,9 ng/g. Las muestras control, recogidas en la ría de Arousa durante septiembre 
de 2009, mostraron en algunos casos niveles traza de AO y en otros valores 
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Tabla 21. Concentración de ácido okadaico (ng/g) en glándula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis. LOD: Límite de detección. Profundidad (en metros): 1, 5 y 10. 
MUESTRA  GROVE  1‐BUEU  2‐BUEU  3‐BUEU  4‐BUEU  MUESTRA  CONTROL 
M1_1m  1.589  425,6  6.757,4  8.806,1  1.379,6  CR1  <LOD 
M2_1m  873,8  533,5  8.416,5  7.434,7  1.696,6  CR2  <LOD 
M3_1m  1.245,4  749,9  6.975,6  11.798,9  2.295,4  CR3  5,63 
M4_1m  1.150,2  658,2  8.760,3  5.135,5  2.72,7  CR4  <LOD 
M5_1m  486,7  582,2  5.252,2  11.169,2  956,2  CR5  1,63 
Promedio 1m  1.069  589,9  7.232,4  8.868,9  1,320.10  CR6  1,05 
M1_5m  1.115  1.289,3  4.096,8  19.951,3  1.160,8  CR7  1,11 
M2_5m  814,2  1.596,3  4.715,3  31.274,6  1.774  CR8  <LOD 
M3_5m  859,6  2.144,8  6.690,2  27.852,2  1.157,4  CR9  <LOD 
M4_5m  272,8  1.496,7  2.852  25.203,1  2.072,7  CR10  1,10 
M5_5m  1.367  1.978  4.423,5  48.414,6  3.694,1  CR11  1,22 
Promedio 5m  885,7  1.701  4.555,6  30.539,2  1.971,8  CR13  0,64 
M1_10m  1.620,9  2.002,7  1.552,1  50.252  1.338,8  CR14  3,84 
M2_10m  669,4  1.887,1  1.988,6  53.194  1.977,7  CR15  0,47 
M3_10m  782,6  2.242,4  2.190,1  80.052,7  1.269,4  CR16  <LOD 
M4_10m  953,7  975,7  3.594,4  57.486,1  880,6  CR17  <LOD 
M5_10m  759,4  5.414,1  1.068,1  77.892,2  1.473,2  CR18  <LOD 
Promedio 10m  957,2  2.504,4  2.078,6  63.775,4  1.387,9  CR19  0,84 
Promedio 
profundidades 
970,6  1.598,4  4.622,2  34.394,5  1.559,9  Promedio  1,77 
 
 
Figura 37. Diagrama de cajas y 
bigotes de la concentración de 
ácido okadaico (ng/g) en glándula 
digestiva de  muestras de Mytilus 
galloprovincialis a lo largo del 
episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. La línea central de la 
caja indica la mediana, la línea 
superior e inferior indica los 
percentiles 25 y 75 
respectivamente. Los bigotes 
superior e inferior corresponden a 
los valores máximo y mínimo. 
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5.3.2.- Confirmación de la especificidad de los cebadores. 
Para cada pareja de cebadores se analizó la curva de fusión o melting generada a 
fin de confirmar la especificidad de la qPCR. La aparición de un sólo pico confirma la 
presencia de un único producto específico generado, así como la ausencia de otros 
artefactos (Figuras A10, A11, A12 del Anexo). Además, se efectuaron electroforesis en 
gel de agarosa (Pronadisa, ref. 8008) al 2% de los productos de la qPCR para confirmar 
por secuenciación la longitud del amplicon y la especificidad de la reacción. 
 
5.3.3.- Análisis de estabilidad de los genes de referencia. 
La selección de los genes de referencia para normalizar la expresión de un gen 
de interés puede variar con el tipo de muestra y con las condiciones del experimento 
entre otros factores. Se llevaron a cabo cuatro análisis, el primero para estudiar la 
estabilidad de los ocho genes de referencia en el conjunto de muestras control de los tres 
tejidos (glándula digestiva, branquia y manto) con el fin de encontrar un grupo de genes 
de referencia suficientemente estable para comparar la expresión de los genes de interés 
entre tejidos. Los otros tres análisisis determinaron la estabilidad de los genes de 
referencia en el grupo de muestras pertenecientes a un mismo tejido (glándula digestiva, 
branquia y manto) durante un episodio tóxico. Los análisis se llevaron a cabo 
empleando los tres programas mencionados anteriormente (ver apartado 5.2.7 de este 
mismo capítulo). 
El programa geNorm usa un método matemático basado en el principio de que la 
relación de expresión entre dos genes de referencia propuestos debería de ser constante 
en todas las muestras. Para cada gen de referencia, se calcula la variación (entre parejas) 
con los otros posibles genes de referencia así como la desviación estándar de las razones 
de expresión transformado logarítmicamente, seguida por el cálculo de los valores de 
estabilidad de los genes de referencia (valor M) como el promedio de la variación (entre 
pares) de un gen de referencia determinado con todos los demás genes de referencia 
candidatos. Los genes con un bajo valor de M tendrán la máxima estabilidad de 
expresión. El gen con el mayor valor de M es excluido del análisis y el cálculo se repite 
de una forma secuencial hasta que se encuentren los dos mejores genes (Vandesompele 
et al., 2002). En la representación gráfica que se obtiene con el programa geNorm el gen 
con el mayor valor de M, que es excluído en cada uno de los paso se le atribuye la 
media de los valores de M de los genes restantes. Una vez excluído este gen se repite el 
cálculo con los genes restantes y se elimina el gen con mayor valor de M. Así 
sucesivamnete hasta que sólo quedan dos genes que son los que aparecen como más 
estables. 
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En cuanto a NormFinder, Andersen et al. (2004) desarrollaron un modelo 
matemático lineal de efectos mixtos de la expresión génica que permite la estimación no 
sólo de la variación total de los genes candidatos de referencia, sino también, de la 
variación entre los distintos subgrupos del conjunto de muestras. NormFinder clasifica 
los mejores genes de referencia de acuerdo con su mínima variación (el valor de 
estabilidad) tanto dentro de los grupos como entre grupos. Los genes con un valor bajo 
de estabilidad tienen la expresión más estable. El valor de estabilidad representa una 
medida práctica del error sistemático, que se introduce en el resultado final cuando se 
usa dicho gen como gen de referencia (Andersen et al., 2004). 
Por último, BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) calcula la estadística descriptiva a 
partir de los valores de Cq para cada gen y los coeficientes de correlación de Pearson 
entre cada par de genes candidatos. El principio para la identificación de los genes de 
referencia adecuados (expresión estable) es que su nivel de expresión debería estar 
altamente correlacionado. Para los genes candidatos que se expresan de forma estable, 
el índice elaborado por BestKeeper (BestKeeper Index) es la media geométrica de los 
valores de Cq de los genes de referencia. Después se calcula la correlación entre cada 
gen de referencia candidato y el índice. El programa calcula también la desviación 
estándar de los valores de Cq, un valor elevado indica que el gen no es buen candidato. 
 
5.3.3.1.- En los tres tejidos conjuntamente. 
En el procesado de los datos de la qPCR para el estudio comparativo de la 
expresión en los tres tejidos de mejillón se utilizó el método basado en la cinética de 
cada reacción de PCR. Los valores de fluorescencia brutos se exportaron al programa 
Real-time PCR Miner (Zhao y Fernald, 2005) para calcular los valores de Cq 
individuales en cada reacción de PCR. Este algoritmo identifica la fase exponencial de 
la curva de amplificación mediante la aplicación de un ajuste cinético basado en el 
modelo logístico de cuatro parámetros (Four-parameter logistic model, FPLM), luego 
utiliza un proceso de regresión no-lineal y el análisis promedio ponderado para calcular 
un valor de eficiencia final. Para ajustar la parte exponencial de la curva es necesario 
conocer donde termina la fase exponencial de la PCR cuantitativa. Los valores de Cq 
deben ser determinados dentro de la fase exponencial para reflejar la concentración 
inicial de la plantilla. El método utilizado para estimar los valores de Cq es el máximo 
de la segunda derivada (SDM) (Tichopad et al., 2003). 
El primer análisis de la estabilidad de los genes de referencia, realizado con el 
programa geNorm, permitió determinar los genes más estables en los tres tejidos. Los 
genes de referencia más estables fueron: gapdh, rps4 y rps27 (Tabla 22 y Figura 38). 
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El segundo programa empleado para el análisis de estabilidad de los genes de 
referencia fue el NormFinder. Los tres primeros genes más estables obtenidos a partir 
de los valores de estabilidad fueron: gapdh, rps4 y rps27 (Tabla 22 y Figura 38).  
El último programa empleado, BestKeeper, atendiendo al coeficiente de 
correlación (r) determinó como los tres genes de referencia más estables: rps27, gapdh y 























































































Valor de Estabilidad Valor medio de M
 
Figura 38. Genes de referencia para la normalización de la qPCR en los tejidos de glándula 
digestiva, branquia y manto de Mytilus galloprovincialis ordenados por su estabilidad calculada con 
los programas geNorm y NormFinder. 
 
El programa geNorm además de determinar la estabilidad de los genes de 
referencia permite calcular el número óptimo de genes necesarios con el parámetro 
Vn/n+1 (Figura 39) en este caso, el valor mínimo se obtiene para V5/6 = 0,257 indicando 
que cinco genes de referencia sería el número más adecuado para emplear en este 
estudio. 
Atendiendo a los resultados obtenidos con los tres programas los genes de 
referencia seleccionados para una correcta normalización en los tres tejidos (glándula 
digestiva, branquia y manto) son gapdh, rps4, rps27 y cox1 cuya justificación se expone 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 39. Variaciones entre pares (Vn/n+1) de los ocho genes de referencia en los tejidos de glándula 
digestiva, branquia y manto de Mytilus galloprovincialis obtenido con el programa geNorm. 
 
5.3.3.2.- En cada tejido individualmente. 
Los valores de Cq utilizados aquí son los obtenidos con el iCycler iQ™ 
(BioRad) empleando un umbral de 300 en glándula digestiva, 250 en branquia y 200 en 
manto. 
 
5.3.3.2.1.- Glándula digestiva. 
El análisis geNorm para la glándula digestiva mostró, en general, unos valores 
de M por debajo del límite establecido (M = 1,5). Los tres genes de referencia más 
estables fueron: gapdh, rps4 y cox1 (Tabla 24 y Figura 40).  
Los resultados de los valores de estabilidad obtenidos con el programa 
NormFinder para los tres primeros genes fueron (de más a menos estable): gapdh, rps4 
y cox1 con una estabilidad entre 0,088 y 0,318 (Tabla 24 y Figura 40).  
La clasificación de estabilidad obtenida con el programa BestKeeper, empleando 
los valores de coeficiente de correlación (r), se muestra en las Tablas 24 y 25 donde los 
tres genes más estables fueron: gapdh, rps4 y tif5a. Los menores valores de desviación 
estándar se obtienen en gapdh, cox1 y rps4. 
 






















































































Valor de Estabilidad Valor medio de M
 
Figura 40. Genes de referencia para la normalización de la qPCR en glándula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis ordenados por su estabilidad calculada con los programas geNorm y NormFinder.  
 
Una vez que los genes de referencia quedaron ordenados de acuerdo a su 
estabilidad, el número de genes necesarios para la normalización fue calculado mediante 
el parámetro Vn/n+1 (Figura 41) con el programa geNorm. En este caso, el menor valor se 
obtiene para V5/6 = 0,203 por lo que serían cinco los genes de referencia que se deberían 


























































































Figura 41. Variaciones entre pares (Vn/n+1) de los genes de referencia en glándula digestiva, 
branquia y manto de Mytilus galloprovincialis obtenido con el programa geNorm. 
 
 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En general con los tres programas se obtuvieron resultados comparables. Si 
consideramos los tres primeros genes con mayor estabilidad en los tres programas existe 
una coincidencia de al menos 2 de ellos. Por este motivo y otros que se detallan en el 
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apartado 5.3.5.1 de este capítulo, son 3 genes de referencia los empleados para la 
normalización en la glándula digestiva: gapdh, rps4 y cox1 (Tabla 24). 
 
5.3.3.2.2.- Branquia. 
Para el análisis de estabilidad de los genes de referencia en la branquia el 
programa geNorm mostró a la gapdh, rps4 y cox1 como los genes más estables (Tabla 
26 y Figura 42).  
De acuerdo con el programa NormFinder, los valores de estabilidad obtenidos 
muestran que los tres genes más estables fueron: cox1, rps4 y gapdh (Tabla 26 y Figura 
42).  
El análisis de estabilidad empleando el programa BestKeeper, atendiendo al 
coeficiente de correlación (r), mostró como los tres genes de referencia más estables 
fueron: cox1, rps4 y rps27 (Tablas 26 y 27). Los menores valores de desviación 



















































































Valor de Estabilidad Valor M
 
Figura 42. Genes de referencia para la normalización de la qPCR en branquia de Mytilus 
galloprovincialis ordenados por su estabilidad calculada con los programas geNorm y NormFinder.  
 
En la Figura 41 y mediante el parámetro Vn/n+1, calculado con el programa 
geNorm, se estudió el número de genes de referencia necesarios para la normalización 
de los datos en este tejido. En el tejido de la branquia los menores valores se obtienen 
para V4/5 = 0,170 y V7/8 = 0,149 por lo que serían cuatro o siete los genes de referencia 
que se deberían utilizar. 
 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































De acuerdo con los tres programas los genes de referencia más estables 
seleccionados (ver apartado 5.3.5.2 de este capítulo) para la normalización del tejido de 
la branquia son gapdh, rps4 y cox1 (Tabla 26). 
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5.3.3.2.3.- Manto. 
Para el análisis de estabilidad de los genes de referencia en el tejido de manto la 
clasificación obtenida con el programa geNorm muestra que los tres genes más estables 
fueron: gapdh, rps4 y rps27 (Tabla 28 y Figura 43).  
Atendiendo a los valores de estabilidad obtenidos con el programa NormFinder, 
en manto, los genes más estables fueron: rps4, rps27 y gapdh con unos valores que 
oscilaron entre 0,094 y 0,339 (Tabla 28 y Figura 43).  
Los tres genes más estables obtenidos con el programa BestKeeper fueron: rps4, 
tif5a y rps27 (Tablas 28 y 29). Los menores valores de desviación estándar se obtienen 





















































































Valor de Estabilidad Valor medio de M
 
Figura 43. Genes de referencia para la normalización de la qPCR en manto de Mytilus 
galloprovincialis ordenados por su estabilidad calculada con los programas geNorm y NormFinder.  
 
Para determinar el número mínimo de genes de referencia para la normalización 
de la expresión en el tejido de manto se calculó con el parámetro Vn/n+1 del programa 
geNorm (Figura 41), observando que el menor valor obtenido es para V5/6 = 0,227 
siendo cinco los genes necesarios para este estudio. 
De este modo y a la vista de los resultados obtenidos con los tres programas, 
para una correcta normalización en manto, los genes de referencia seleccionados (cuya 
justificación se explicará en el apartado 5.3.5.3 de este capítulo) son: gapdh, rps27 y 
rps4 (Tabla 28). 
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5.3.4.- Estudio de la expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en tejidos de 
Mytilus galloprovincialis. 
La normalización de los genes de la familia ABC se realizó en base al estudio de 
estabilidad de genes de referencia realizado en el apartado de resultados 5.3.3.1 de este 
capítulo en el que se seleccionaron cuatro genes de referencia para el estudio de 
expresión en los tejidos de mejillón: gapdh, cox1, rps27 y rps4.  
Las variaciones entre pares (Vn/n+1) del programa geNorm permite determinar el 
número de genes de referencia necesarios para que la normalización sea precisa. 
Vandesompele et al., (2002) proponen una variación de genes dos a dos de V = 0,15 
como punto de corte  por debajo del cual la adición de más genes de referencia no sería 
necesario. Entre tejidos los valores entre pares de genes fueron superiores a los 
establecidos. Sin embargo, Ling y Salvaterra (2011) proponen que el número de genes 
de referencia a emplear es aquel que presente el menor valor de variaciones entre pares 
(en este caso sería para V5/6 = 0,257), siendo cinco los genes de referencia a emplear 
(Figura 39). No obstante, en el análisis llevado a cabo para la expresión de los genes 
estudio en tejidos de mejillón se emplearon cuatro genes de referencia (gapdh, rps4, 
rps27 y cox1). La elección de estos genes se basa en la clasificación resultante de los 
análisis de estabilidad de los genes (Tabla 22) que muestra pocas variaciones entre las 
cuatro posiciones iniciales para los mejores candidatos con los tres programas, mientras 
que a partir del quinto gen hay discrepancias en la clasificación entre los programas 
geNorm, NormFinder y BestKeeper.  
Para estudiar si la expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 difiere entre los 
tejidos de glándula digestiva, branquia y manto se realizó un análisis de varianza de los 
datos obtenidos, seguido de comparaciones múltiples a posteriori para identificar entre 
qué tejidos se han producido las diferencias. La variable dependiente (la expresión 
normalizada relativa) fue previamente transformada en logaritmo base 2 antes de 
realizar el análisis estadístico. 
En la Figura 44 se presentan los resultados correspondientes a los valores de la 
expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en los tres tejidos de M. galloprovincialis. 
El análisis global mostró la existencia de diferencias significativas entre los tejidos de 
glándula digestiva, branquia y manto para los genes mrp1, mrp2 y abcg2 (Tabla 30). En 
los genes mrp1 y mrp2 los mayores valores de expresión se observaron en la glándula 
digestiva seguida de la branquia, mientras que en manto se detectaron bajos niveles de 
expresión. La expresión del gen abcg2 fue significativamente mayor en manto que en la 
glándula digestiva. En branquia la expresión fue moderada y la menor expresión del gen 
abcg2 se obtuvo en glándula digestiva. 














Figura 44. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) de los genes en los tres tejidos de Mytilus galloprovincialis. La línea central de la 
caja indica la mediana, la línea superior e inferior indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los 
bigotes superior e inferior corresponden a los valores máximo y mínimo. GD: glándula digestiva; 
BR: branquia; MT: manto. Test HSD de Tukey: (*) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,29, 
(**) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,004; Games-Howell: (•) la diferencia es significativa a 
nivel p ≤ 0,015, (••) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,005. 
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Tabla 30. Análisis de varianza (ANOVA) de los distintos genes en muestras de Mytilus 
galloprovincialis entre los tejidos de glándula digestiva, branquia y manto. gl: grados de libertad; F: 
estadístico F de ANOVA. 
Suma de cuadrados gl  Media cuadrática F  Valor p 
mrp1 
Inter‐grupos  52,728  2  26,364  18,03  ,000 
Intra‐grupos  73,111  50  1,462 
Total  125,839  52 
mrp2 
Inter‐grupos  17,095  2  8,548  5,687  ,006 
Intra‐grupos  75,154  50  1,503 
Total  92,249  52 
abcg2 
Inter‐grupos  21,73  2  10,865  7,834  ,001 
Intra‐grupos  69,34  50  1,387 
Total  91,07  52 
nd4 
Inter‐grupos  42,553  2  21,276  4,118  ,022 
Intra‐grupos  258,324  50  5,166 
Total  300,877  52 
tif5a 
Inter‐grupos  23,63  2  11,815  7,002  ,002 
Intra‐grupos  84,365  50  1,687 
Total  107,995  52 
act 
Inter‐grupos  105,041  2  52,521  65,311  ,000 
Intra‐grupos  40,208  50  0,804 
Total  145,249  52 
18S 
Inter‐grupos  82,276  2  41,138  25,005  ,000 
Intra‐grupos  82,258  50  1,645 
Total  164,534  52 
 
Utilizando el test HSD de Tukey el gen mrp1 mostró diferencias significativas 
entre los tejidos de la glándula digestiva y manto (p = 0,000), branquia y manto (p = 
0,001), pero entre glándula digestiva y branquia (p = 0,104) no hubo diferencias. En el 
caso del gen mrp2, aplicando el mismo test, se encontraron diferencias significativas 
entre la glándula digestiva y manto (p = 0,004) pero sin diferencias entre glándula 
digestiva y branquia (p = 0,180) y entre branquia y manto (p = 0,290). Para el gen 
abcg2 se detectaron diferencias significativas entre glándula digestiva y manto (p = 
0,005), pero no entre los tejidos de glándula digestiva y branquia (p = 0,067) y, branquia 
y manto (p = 0,121) aplicando el test Games-Howell (Figura 44, Tablas 31 y 32). 
El gen tif5a mostró diferencias significativas entre el tejido de branquia y manto 
(p = 0,001). El gen act presentó diferencias entre los tejidos de glándula digestiva y 
manto (p = 0,000) y entre branquia y manto (p = 0,000) ambos aplicando el test HSD de 
Tukey. Para los genes nd4 y 18S se usó el test de Games-Howell. El gen nd4 indicó 
diferencias significativas entre los tejidos de branquia y manto (p = 0,015). En cuanto al 
gen 18S se detectaron diferencias significativas entre todos los tejidos: glándula 
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digestiva y branquia (p = 0,015), glándula digestiva y manto (p = 0,000), y branquia y 
manto (p = 0,000) (Figura 44, Tablas 31 y 32). 
 
Tabla 31. Comparaciones múltiples a posteriori con el test HSD de Tukey de los distintos genes en 
muestras de Mytilus galloprovincialis entre los tejidos de glándula digestiva, branquia y manto. GD: 
glándula digestiva; BR: branquia; MT: manto. 




















BR  ,8504  ,4090  ,104  ‐,137  1,838 
MT  2,3889*  ,4031  ,000  1,415  3,362 
BR 
GD  ‐,8504  ,4090  ,104  ‐1,838  ,137 
MT  1,5385*  ,4090  ,001  ,551  2,526 
MT 
GD  2,3889*  ,4031  ,000  ‐3,362  ‐1,415 
BR  ‐1,5385*  ,4090  ,001  ‐2,526  ‐,551 
mrp2 
GD 
BR  ,7461  ,4146  ,180  ‐,255  1,748 
MT  1,3767*  ,4087  ,004  ,390  2,364 
BR 
GD  ‐,7461  ,4146  ,180  ‐1,748  ,255 
MT  ,6306  ,4146  ,290  ‐,371  1,632 
MT 
GD  ‐1,3767*  ,4087  ,004  ‐2,364  ‐,390 
BR  ‐,6306  ,4146  ,290  ‐1,632  ,371 
tif5a 
GD 
BR  ,7516  ,4393  ,211  ‐,310  1,813 
MT  ‐,8889  ,4330  ,110  ‐1,935  ,157 
BR 
GD  ‐,7516  ,4393  ,211  ‐1,813  ,310 
MT  ‐1,6405*  ,4393  ,001  ‐2,702  ‐,579 
MT 
GD  ,8889  ,4330  ,110  ‐,157  1,935 
BR  1,6405*  ,4393  ,001  ,579  2,702 
act 
GD 
BR  ,3251  ,3033  ,536  ‐,407  1,058 
MT  ‐2,8017*  ,2989  ,000  ‐3,524  ‐2,080 
BR 
GD  ‐,3251  ,3033  ,536  ‐1,058  ,407 
MT  ‐3,1268*  ,3033  ,000  ‐3,859  ‐2,394 
MT 
GD  2,8017*  ,2989  ,000  2,080  3,524 







Clonación y expresión de genes abcc y abcg en Mytilus galloprovincialis 
130 
Tabla 32. Comparaciones múltiples a posteriori con el test Games-Howell de los distintos genes en 
muestras de Mytilus galloprovincialis en tejidos de glándula digestiva, branquia y manto. GD: 
glándula digestiva; BR: branquia; MT: manto. 




















BR  ‐,8115  ,3438  ,067  ‐1,672  ,049 
MT  ‐1,5533*  ,4580  ,005  ‐2,676  ‐,431 
BR 
GD  ,8115  ,3438  ,067  ‐,049  1,672 
MT  ‐,7419  ,3597  ,121  ‐1,644  ,160 
MT 
GD  1,5533*  ,4580  ,005  ,431  2,676 
BR  ,7419  ,3597  ,121  ‐,160  1,644 
nd4 
GD 
BR  ‐15,609  ,6494  ,062  ‐3,190  ,068 
MT  ,5789  ,8894  ,793  ‐1,601  2,759 
BR 
GD  15,609  ,6494  ,062  ‐,068  3,190 
MT  2,1398*  ,6993  ,015  ,381  3,899 
MT 
GD  ‐,5789  ,8894  ,793  ‐2,759  1,601 
BR  ‐2,1398*  ,6993  ,015  ‐3,899  ‐,381 
18S 
GD  BR  1,3285*  ,4342  ,015  ,236  2,421 
MT  3,0167*  ,4987  ,000  1,789  4,245 
BR 
GD  ‐1,3285*  ,4342  ,015  ‐2,421  ‐,236 
MT  1,6882*  ,3247  ,000  ,880  2,496 
MT 
GD  ‐3,0167*  ,4987  ,000  ‐4,245  ‐1,789 
BR  ‐1,6882*  ,3247  ,000  ‐2,496  ‐,880 
 
5.3.5.- Estudio de la expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en Mytilus 
galloprovincialis durante un episodio tóxico. 
Los análisis de expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 mediante qPCR se 
llevaron a cabo en los tejidos de glándula digestiva, branquia y manto de mejillones 
control y mejillones afectados por un episodio tóxico por DSP.  
Para estudiar si la expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 difiere a lo largo 
de un episodio tóxico se realizó un análisis de varianza de los datos obtenidos, seguido 
de comparaciones múltiples a posteriori para identificar entre qué grupos hay 
diferencias. La variable dependiente, la expresión normalizada relativa, fue previamente 
transformada en logaritmo base 2 antes de realizar el análisis estadístico. 
 
5.3.5.1.- Glándula digestiva. 
Una vez que los genes de referencia quedaron ordenados de acuerdo a su 
estabilidad, se seleccionaron los que se emplearían en la normalización de los genes de 
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estudio en glándula digestiva. El programa geNorm permite determinar el número de 
genes de referencia necesarios para una normalización precisa mediante las variaciones 
entre pares (Vn/n+1). Una variación de genes dos a dos de V = 0,15 se propone como 
punto de corte (Vandesompele et al., 2002) por debajo del cual la adición de más genes 
de referencia no sería necesario. En glándula digestiva los valores entre pares de genes 
fueron superiores a los establecidos. Por su parte, Ling y Salvaterra (2011) proponen 
que el número de genes de referencia a emplear en la normalización es aquel que 
presente el menor valor de variaciones entre pares (en este caso sería para V5/6 = 0,203). 
De manera que en glándula digestiva serían cinco los genes de referencia a emplear 
(Figura 41).  
No obstante, en el análisis llevado a cabo para la expresión de los genes estudio 
en el tejido de la glándula digestiva se emplearon tres genes de referencia (gapdh, cox1 
y rps4), el mismo número de genes que proponen Vandesompele et al. (2002) como 
adecuado para una correcta normalización. La elección de estos genes se basa en la 
clasificación resultante de los análisis de estabilidad de los genes (Tabla 24) que 
muestra pocas variaciones entre las tres posiciones iniciales para los mejores candidatos 
con los tres programas, mientras que a partir del cuarto gen hay discrepancias en la 
clasificación entre los programas geNorm, NormFinder y BestKeeper. Cabe mencionar, 
que el análisis llevado a cabo empleando tres, cuatro o cinco genes de referencia para la 
normalización de los genes de estudio no mostró diferencias significativas entre los 
resultados de expresión (Figura 45). 
En el análisis estadístico se eliminaron varias muestras en las que durante la 
reacción de qPCR no hubo amplificación. Las muestras excluidas fueron las 
correspondientes a Grove 4_5m; 2-Bueu 5_5m; 3-Bueu 3_1m y 5_10m; y 4-Bueu 4_5m 
y 4_10m. Los genes de referencia empleados en este experimento mostraron un amplio 
rango de niveles de expresión desde el valor de Cq más bajo (15,2) encontrado en el gen 
cox1 hasta el más alto (31,2) en el gen act. En cuanto a los genes de interés (mrp1, mrp2 
y abcg2), los niveles de expresión variaron desde un valor de Cq de 24,1 en el gen 
mrp1, hasta 37,6 para el gen mrp2 (Figura 46). 
En la Figura 47 se muestran los valores de la expresión normalizada de los genes 
mrp1, mrp2 y abcg2 en los diferentes muestreos: a los dos (1-Bueu), diez (2-Bueu), 
dieciséis (3-Bueu), y setenta y dos días (4-Bueu) desde el cierre de explotación de los 
polígonos en la ría de Pontevedra; y en la estación de la ría de Arousa (Grove) durante 
el inicio del desarrollo temprano de la floración. El análisis de varianza de las muestras 
indicó que el gen mrp2 presenta diferencias significativas durante el episodio tóxico (p 
= 0,001), mientras que los genes mrp1 (p = 0,194) y abcg2 (p = 0,229) no mostraron 
diferencias significativas (Tabla 33). Cuando los valores de la expresión del gen mrp2 
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fueron analizados en la glándula digestiva, todas las comparaciones realizadas con el 
test Dunnett entre el grupo control y los diferentes muestreos fueron significativas (p < 
0,05). Las diferencias significativas entre el grupo control y los muestreos 1-Bueu y 2-
Bueu presentaron un valor de p = 0,015. En los restantes muestreos los valores 
obtenidos fueron de p = 0,001 para Grove, p = 0,001 para 3-Bueu y p = 0,002 para 4-
Bueu (Figura 47 y Tabla 34). 
 El gen act, empleando el test Games-Howell, mostró diferencias significativas 
entre el grupo control y los muestreos 1-Bueu (p = 0,014) y 2-Bueu (p = 0,002) (Figura 




Figura 45. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) empleando 3, 4 ó 5 genes de referencia en glándula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis para los genes mrp1, mrp2 y abcg2. Los genes de referencia empleados son: 3 
Genes Ref. (gapdh, rps4 y cox1), 4 Genes Ref. (gapdh, rps4, cox1 y tif5a) y 5 Genes Ref. (gapdh, 
rps4, cox1, tif5a y act). La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e inferior 
indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a los 
valores máximo y mínimo. 




Figura 46. Diagrama de cajas y bigotes de los valores de Cq para los genes empleados en el estudio 
de expresión de muestras de Mytilus galloprovincialis a lo largo del episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata en glándula digestiva. La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e 
inferior indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a 
los valores máximo y mínimo.  











Figura 47. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) de los genes en glándula digestiva para las muestras de Mytilus galloprovincialis 
recogidas durante un episodio tóxico por Dinophysis acuminata. La línea central de la caja indica la 
mediana, la línea superior e inferior indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes 
superior e inferior corresponden a los valores máximo y mínimo. Test Dunnett: (♦) la diferencia es 
significativa a nivel p ≤ 0,015, (♦♦) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,002; Games-Howell: 
(•) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,014, (••) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,002. 
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Tabla 33. Análisis de varianza (ANOVA) de los diferentes genes en las muestras de Mytilus 
galloprovincialis en glándula digestiva. gl: grados de libertad; F: estadístico F de ANOVA. 
Suma de cuadrados gl  Media cuadrática F  Valor p 
mrp1 
Inter‐grupos  13,677  5  2,735  1,517  ,194 
Intra‐grupos  146,090  81  1,804 
Total  159,768  86 
mrp2 
Inter‐grupos  64,612  5  12,922  4,647  ,001 
Intra‐grupos  225,258  81  2,781 
Total  289,870  86 
abcg2 
Inter‐grupos  29,798  5  5,960  1,411  ,229 
Intra‐grupos  342,059  81  4,223 
Total  371,857  86 
nd4 
Inter‐grupos  64,226  5  12,845  2,516  ,036 
Intra‐grupos  413,539  81  5,105 
Total  477,765  86 
rps27 
Inter‐grupos  4,649  5  ,930  ,575  ,719 
Intra‐grupos  130,882  81  1,616 
Total  135,532  86 
tif5a 
Inter‐grupos  5,030  5  1,006  ,704  ,622 
Intra‐grupos  115,734  81  1,429 
Total  120,763  86 
act 
Inter‐grupos  25,740  5  5,148  4,764  ,001 
Intra‐grupos  87,527  81  1,081 
Total  113,267  86 
18S 
Inter‐grupos  20,209  5  4,042  1,573  ,177 
Intra‐grupos  208,134  81  2,570 
Total  228,342  86 
 
Tabla 34. Comparaciones múltiples a posteriori con el test Dunnett de los diferentes genes en las 
muestras de Mytilus galloprovincialis en glándula digestiva durante un episodio tóxico por 
Dinophysis acuminata.  




















Grove  Control  2,2484*  ,5943  ,001  ,715  3,782 
1‐Bueu  Control  1,7659*  ,5830  ,015  ,261  3,271 
2‐Bueu  Control  1,8006*  ,5943  ,015  ,267  3,334 
3‐Bueu  Control  2,3229*  ,6070  ,001  ,756  3,890 
4‐Bueu  Control  2,2190*  ,6070  ,002  ,652  3,786 
nd4 
Grove  Control  ‐,7253  ,8052  ,853  ‐2,804  1,353 
1‐Bueu  Control  ‐,1152  ,7899  1,000  ‐2,154  1,924 
2‐Bueu  Control  12,704  ,8052  ,397  ‐,808  3,349 
3‐Bueu  Control  18,815  ,8224  ,101  ‐,241  4,004 
4‐Bueu  Control  ,6238  ,8224  ,920  ‐1,499  2,747 
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Tabla 35. Comparaciones múltiples a posteriori con el test Games-Howell de los diferentes genes 
en las muestras de Mytilus galloprovincialis en glándula digestiva durante un episodio tóxico por 
Dinophysis acuminata. 




















Control  Grove  ,5648  ,4250  ,766  ‐,778  1,907 
1‐Bueu  1,3566*  ,3694  ,014  ,210  2,503 
2‐Bueu  1,0406*  ,2404  ,002  ,309  1,772 
3‐Bueu  ,7298  ,4002  ,476  ‐,538  1,998 
4‐Bueu  ‐,1733  ,2589  ,984  ‐,964  ,617 
Grove  Control  ‐,5648  ,4250  ,766  ‐1,907  ,778 
1‐Bueu  ,7917  ,4982  ,613  ‐,740  2,323 
2‐Bueu  ,4757  ,4118  ,851  ‐,841  1,792 
3‐Bueu  ,1649  ,5215  1,000  ‐1,442  1,772 
4‐Bueu  ‐,7381  ,4229  ,521  ‐2,078  ,602 
1‐Bueu  Control  ‐1,3566*  ,3694  ,014  ‐2,503  ‐,210 
Grove  ‐,7917  ,4982  ,613  ‐2,323  ,740 
2‐Bueu  ‐,3160  ,3542  ,944  ‐1,429  ,797 
3‐Bueu  ‐,6268  ,4772  ,775  ‐2,097  ,843 
4‐Bueu  ‐1,5298*  ,3670  ,005  ‐2,674  ‐,386 
2‐Bueu  Control  ‐1,0406*  ,2404  ,002  ‐1,772  ‐,309 
Grove  ‐,4757  ,4118  ,851  ‐1,792  ,841 
1‐Bueu  ,3160  ,3542  ,944  ‐,797  1,429 
3‐Bueu  ‐,3108  ,3862  ,963  ‐1,552  ,930 
4‐Bueu  ‐1,2138*  ,2367  ,000  ‐1,946  ‐,482 
3‐Bueu  Control  ‐,7298  ,4002  ,476  ‐1,998  ,538 
Grove  ‐,1649  ,5215  1,000  ‐1,772  1,442 
1‐Bueu  ,6268  ,4772  ,775  ‐,843  2,097 
2‐Bueu  ,3108  ,3862  ,963  ‐,930  1,552 
4‐Bueu  ‐,9031  ,3979  ,257  ‐2,169  ,363 
4‐Bueu  Control  ,1733  ,2589  ,984  ‐,617  ,964 
Grove  ,7381  ,4229  ,521  ‐,602  2,078 
1‐Bueu  1,5298*  ,3670  ,005  ,386  2,674 
2‐Bueu  1,2138*  ,2367  ,000  ,482  1,946 
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Se observó que existe una tendencia similar entre la cantidad de mRNA del gen 
mrp2 y la concentración de ácido okadaico (ng/g). El pico de mayor concentración de 
toxina en la glándula digestiva (34.394,5 ng/g para 3-Bueu) coincide con el de mayor 
expresión de la proteína mrp2 (Figura 48). En el caso de los otros dos genes (mrp1 y 
abcg2) no se observa ninguna relación entre la expresión de los genes y la 
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Figura 48. Niveles de expresión normalizada relativa en relación al control de los genes mrp1, mrp2 
y abcg2 y concentración de ácido okadaico (ng/g en escala logarítmica base 10) en tejido de 
glándula digestiva de Mytilus galloprovincialis. AO: ácido okadaico. Días de cierre de explotación 
de los polígonos por toxina DSP: 2 (1-Bueu); 10 (2-Bueu); 16 (3-Bueu) y 79 (4-Bueu). 
 
En el tejido de la glándula digestiva la expresión del gen mrp1 es de 2 veces 
superior a la media del control en los mejillones intoxicados de los muestreos 3-Bueu y 
4-Bueu. Para el gen mrp2 y abcg2 se observó una tendencia similar, la expresión fue 
superior a la media del control en todos los muestreos. En el caso de gen mrp2, se 
observó un aumento de la expresión a lo largo del ciclo de intoxicación (más de 3 veces 
superior a la media del control en 1-Bueu hasta casi 8 veces en 3-Bueu). Para el gen 
abcg2, la expresión fue 3 veces superior a la media del control en el muestreo 4-Bueu 
(Tabla 36 y Figura 48). 
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Tabla 36. Expresión normalizada en relación al control (media del control = 1) de los genes mrp1, 
mrp2 y abcg2 en glándula digestiva de Mytilus galloprovincialis durante un episodio tóxico por 
Dinophysis acuminata. SD: desviación estándar. 
Control  Grove  1‐Bueu  2‐Bueu  3‐Bueu  4‐Bueu 
mrp1 
Media  1,00  ,66  1,13  ,99  2,00  2,04 
SD  ,87  ,54  ,79  ,94  3,93  2,55 
mrp2 
Media  1,00  5,91  3,52  3,88  7,79  5,32 
SD  ,70  7,60  2,94  3,14  12,14  5,37 
abcg2 
Media  1.00  1,37  1,33  1,61  1,64  3,04 
SD  ,78  1,50  1,35  2,05  1,33  2,56 
 
5.3.5.2.- Branquia. 
Para el estudio de expresión en branquia los genes de referencia seleccionados 
para la normalización de los genes de la familia mrp1, mrp2 y abcg2 fueron: gapdh, 
cox1 y rps4 (análisis realizado en el apartado 5.3.3.2.2 de resultados). Siguiendo el 
criterio de Ling y Salvaterra (2011) serían cuatro o siete los genes de referencia 
necesarios para la normalización de los datos ya que la menor variación entre pares se 
obtuvo para V4/5 = 0,170 y V7/8 = 0,149 respectivamente. A pesar de ello, se emplearon 
tres genes de referencia (gapdh, cox1 y rps4) por las mismas razones explicadas en el 
tejido de la glándula digestiva. Las tres primeras posiciones en la clasificación de los 
genes de referencia (Tabla 26) no varían entre los programas siendo a partir del cuarto 
gen cuando se observan discrepancias. Los resultados obtenidos para la expresión de los 
genes mrp1, mrp2 y abcg2 no difieren mucho si se emplean tres, cuatro o cinco genes 
de referencia (Figura 49). 
Los genes de referencia empleados en el experimento presentaron un amplio 
rango de niveles de expresión con el valor de Cq más bajo (14,9) presente en el gen 
cox1 y el más alto (30,8) en el gen act. Los niveles de expresión para los genes de 
interés (mrp1, mrp2 y abcg2) variaron desde un valor de Cq de 24,7 correspondiente al 
gen mrp1 hasta 35,4 para el gen mrp2 (Figura 50). 
Las diferencias estadísticas entre el grupo control y los diferentes muestreos a lo 
largo del episodio tóxico (Grove, 1-Bueu, 2-Bueu, 3-Bueu y 4-Bueu) fueron calculadas 
con el test Dunnett del programa estadístico IBM SPSS 19. Los valores de la expresión 
normalizada de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en los diferentes muestreos aparecen 
reflejados en la Figura 51.  
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Figura 49. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) empleando 3, 4 ó 5 genes de referencia en branquia de Mytilus galloprovincialis 
para los genes mrp1, mrp2 y abcg2. Los genes de referencia empleados son: 3 Genes Ref. (gapdh, 
rps4 y cox1), 4 Genes Ref. (gapdh, rps4, cox1 y act) y 5 Genes Ref. (gapdh, rps4, cox1, act y 
rps27). La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e inferior indica los percentiles 
25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a los valores máximo y 
mínimo. 
 
El análisis de varianza de los valores de expresión normalizada en logaritmo 
base 2 de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 presentaron diferencias significativas para los 
genes mrp1 (p = 0,001) y abcg2 (p = 0,030) pero no para el gen mrp2 (p = 0,556) (Tabla 
37). Para determinar entre que muestreos se encuentran las diferencias se utilizó el test 
Dunnett. Los datos obtenidos muestran que el gen mrp1 mostró diferencias 
significativas entre el grupo control y los muestreos Grove (p = 0,011), 2-Bueu (p = 
0,024) y 3-Bueu (p = 0,007). El gen abcg2 sólo presentó diferencias significativas entre 
el grupo control y 1-Bueu (p = 0,035). El gen 18S mostró diferencias significativas entre 
el control y 4-Bueu (p = 0,031) (Figura 51 y Tabla 38). 
 




Figura 50. Diagrama de cajas y bigotes de los valores de Cq para los genes empleados en el estudio 
de expresión de muestras de Mytilus galloprovincialis a lo largo del episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata en branquia. La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e inferior 
indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a los 
valores máximo y mínimo.  









Figura 51. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) de los genes en branquia para las muestras de Mytilus galloprovincialis recogidas 
durante un episodio tóxico por Dinophysis acuminata. La línea central de la caja indica la mediana, 
la línea superior e inferior indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e 
inferior corresponden a los valores máximo y mínimo. Test Dunnett: (♦) la diferencia es significativa 
a nivel p ≤ 0,035, (♦♦) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,007. 
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Tabla 37. Análisis de varianza (ANOVA) de los diferentes genes en las muestras de Mytilus 
galloprovincialis en branquia. gl: grados de libertad; F: estadístico F de ANOVA. 
Suma de cuadrados gl  Media cuadrática F  Valor p 
mrp1 
Inter‐grupos  46,899  5  9,380  4,472  ,001 
Intra‐grupos  182,482  87  2,097 
Total  229,380  92 
mrp2 
Inter‐grupos  6,848  5  1,370  ,796  ,556 
Intra‐grupos  149,777  87  1,722 
Total  156,625  92 
abcg2 
Inter‐grupos  9,842  5  1,968  2,608  ,030 
Intra‐grupos  65,677  87  ,755 
Total  75,519  92 
nd4 
Inter‐grupos  12,597  5  2,519  2,299  ,052 
Intra‐grupos  95,330  87  1,096 
Total  107,927  92 
rps27 
Inter‐grupos  1,864  5  ,373  ,505  ,772 
Intra‐grupos  64,255  87  ,739 
Total  66,119  92 
tif5a 
Inter‐grupos  1,573  5  ,315  ,228  ,950 
Intra‐grupos  120,271  87  1,382 
Total  121,844  92 
act 
Inter‐grupos  6,748  5  1,350  2,245  ,057 
Intra‐grupos  52,295  87  ,601 
Total  59,043  92 
18S 
Inter‐grupos  19,537  5  3,907  3,405  ,007 
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Tabla 38. Comparaciones múltiples a posteriori con el test Dunnett de los diferentes genes en las 
muestras de Mytilus galloprovincialis en branquia durante un episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. 




















Grove  Control  ‐1,5826*  ,5063  ,011  ‐2,885  ‐,280 
1‐Bueu  Control  ‐,1879  ,5063  ,996  ‐1,490  1,115 
2‐Bueu  Control  ‐1,4452*  ,5063  ,024  ‐2,748  ‐,143 
3‐Bueu  Control  ‐1,8199*  ,5063  ,003  ‐3,122  ‐,517 
4‐Bueu  Control  ‐12,412  ,5063  ,067  ‐2,544  ,061 
abcg2 
Grove  Control  ‐,1933  ,3038  ,958  ‐,975  ,588 
1‐Bueu  Control  ‐,8247*  ,3038  ,035  ‐1,606  ‐,043 
2‐Bueu  Control  ‐,5467  ,3038  ,268  ‐1,328  ,235 
3‐Bueu  Control  ‐,1193  ,3038  ,995  ‐,901  ,662 
4‐Bueu  Control  ‐,7753  ,3038  ,053  ‐1,557  ,006 
18S  Grove  Control  ‐,8633  ,3745  ,095  ‐1,827  ,100 
 
1‐Bueu  Control  ,1540  ,3745  ,994  ‐,809  1,117 
2‐Bueu  Control  ‐,8933  ,3745  ,079  ‐1,857  ,070 
3‐Bueu  Control  ‐,4173  ,3745  ,712  ‐1,381  ,546 
4‐Bueu  Control  ‐1,0307*  ,3745  ,031  ‐1,994  ‐,067 
 
Como se observa en la Tabla 39, en branquia la expresión de los genes mrp1, 
mrp2 y abcg2 no llega a ser superior a la media del control en ninguno de los 
muestreos. 
 
Tabla 39. Expresión normalizada en relación al control (media del control = 1) de los genes mrp1, 
mrp2 y abcg2 en branquia de Mytilus galloprovincialis durante un episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. SD: desviación estándar. 
Control  Grove  1‐Bueu  2‐Bueu  3‐Bueu  4‐Bueu 
mrp1 
Media  1,00  ,66  ,96  ,64  ,32  ,76 
SD  ,53  1,01  ,66  1,15  ,27  1,12 
mrp2 
Media  1,00  ,44  ,53  ,39  ,60  ,66 
SD  1,34  ,33  ,52  ,24  ,64  ,59 
abcg2 
Media  1.00  ,74  ,59  ,59  ,75  ,55 
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5.3.5.3.- Manto. 
En el análisis de expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en manto se 
utilizaron los genes de referencia gapdh, rps27 y rps4 (análisis realizado en el apartado 
5.3.3.2.3 de resultados en este capítulo) para la normalización de los resultados. La 
menor variación entre pares de genes se obtuvo para V5/6 = 0,227, siendo cinco los 
genes de referencia necesarios para la normalización de los datos. En este caso y por las 
mismas razones explicadas en los otros tejidos, ocupación de las posiciones iniciales por 
los mismos genes en los análisis de estabilidad (Tabla 28) y mínimas diferencias en la 
expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 empleando tres, cuatro o cinco genes de 




Figura 52. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) empleando 3, 4 ó 5 genes de referencia en manto de Mytilus galloprovincialis 
para los genes mrp1, mrp2 y abcg2. Los genes de referencia empleados son: 3 Genes Ref. (gapdh, 
rps4 y rps27), 4 Genes Ref. (gapdh, rps4, rps27 y 18S) y 5 Genes Ref. (gapdh, rps4, rps27, 18S y 
tif5a). La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e inferior indica los percentiles 
25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a los valores máximo y 
mínimo. 
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Los niveles de expresión correspondientes a los valores de Cq variaron en los 
genes de referencia desde el valor de Cq más bajo (14,3) correspondiente al gen cox1 
hasta el más alto (29,6) en el gen act. Los genes de interés (mrp1, mrp2 y abcg2) 
presentaron niveles de expresión que variaron desde un valor de Cq de 24,2 en el gen 
abcg2 hasta 35,9 para el gen mrp2 (Figura 53). 
El análisis de varianza realizado con el programa estadístico IBM SPSS 19 
calculó las diferencias estadísticas entre el grupo control y los muestreos durante el 
episodio tóxico. La Figura 54 muestra los valores de la expresión normalizada de los 
genes mrp1, mrp2 y abcg2 en los diferentes muestreos. Los resultados obtenidos 
muestran que ninguno de los genes de interés empleados en este estudio presenta 
diferencias, únicamente el gen act muestra diferencias significativas (p = 0,000) (Tabla 
40). El gen act mostró diferencias significativas entre el grupo control y los muestreos 
1-Bueu (p = 0,041), 2-Bueu (p = 0,001) y 3-Bueu (p = 0,039) (Figura 54 y Tabla 41). 
 
 
Figura 53. Diagrama de cajas y bigotes de los valores de Cq para los genes empleados en el estudio 
de expresión de muestras de Mytilus galloprovincialis a lo largo del episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata en manto. La línea central de la caja indica la mediana, la línea superior e inferior indica 
los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e inferior corresponden a los valores 
máximo y mínimo.  
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Figura 53 (continuación) 
 
 
Figura 54. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de la expresión normalizada (en escala 
logarítmica base 2) de los genes en manto para las muestras de Mytilus galloprovincialis recogidas 
durante un episodio tóxico por Dinophysis acuminata. La línea central de la caja indica la mediana, 
la línea superior e inferior indica los percentiles 25 y 75 respectivamente, los bigotes superior e 
inferior corresponden a los valores máximo y mínimo. Test Dunnett: (♦) la diferencia es significativa 
a nivel p ≤ 0,041, (♦♦) la diferencia es significativa a nivel p ≤ 0,001. 
 






Figura 54 (continuación) 
 
Tabla 40. Análisis de varianza (ANOVA) de los diferentes genes en las muestras de Mytilus 
galloprovincialis en manto. gl: grados de libertad; F: estadístico F de ANOVA.  
Suma de cuadrados gl  Media cuadrática F  Valor p 
mrp1 
Inter‐grupos  9,238  5  1,848  1,002  ,421 
Intra‐grupos  160,386  87  1,844 
Total  169,624  92 
mrp2 
Inter‐grupos  12,791  5  2,558  1,023  ,409 
Intra‐grupos  217,580  87  2,501 
Total  230,371  92 
abcg2 
Inter‐grupos  4,358  5  ,872  ,472  ,796 
Intra‐grupos  160,777  87  1,848 
Total  165,135  92 
nd4 
Inter‐grupos  67,452  5  13,490  1,567  ,178 
Intra‐grupos  749,031  87  8,610 
Total  816,483  92 
cox1 
Inter‐grupos  9,800  5  1,960  ,620  ,685 
Intra‐grupos  274,878  87  3,160 
Total  284,678  92 
tif5a 
Inter‐grupos  7,031  5  1,406  ,839  ,526 
Intra‐grupos  145,891  87  1,677 
Total  152,922  92 
act 
Inter‐grupos  35,432  5  7,086  6,230  ,000 
Intra‐grupos  98,958  87  1,137 
Total  134,391  92 
18S 
Inter‐grupos  15,062  5  3,012  1,875  ,107 
Intra‐grupos  139,797  87  1,607 
Total  228,342  86 
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Tabla 41. Comparaciones múltiples a posteriori con el test Dunnett de los diferentes genes en las 
muestras de Mytilus galloprovincialis en manto durante un episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. 














Grove  Control  ‐,8939  ,3729  ,077  ‐1,853  ,065 
1‐Bueu  Control  ‐1,0452*  ,3729  ,027  ‐2,004  ‐,086 
1‐Bueu  Control  ‐1,2079*  ,3729  ,008  ‐2,167  ‐,249 
1‐Bueu  Control  ‐1,0279*  ,3729  ,031  ‐1,987  ‐,069 
1‐Bueu  Control  ,4454  ,3729  ,655  ‐,514  1,405 
 
En manto, la expresión del gen mrp1 y abcg2 es superior a la media del control 
al inicio del episodio tóxico (1-Bueu) y a lo largo de todo el episodio respectivamente. 
Para el gen mrp2, la expresión es superior a la media del control en la mayoría de los 
muestreos, siendo más de 4 veces superior en el muestreo 3-Bueu (Tabla 42), pero en 
ninguno de los casos hay diferencias significativas. 
 
Tabla 42. Expresión normalizada en relación al control (media del control = 1) de los genes mrp1, 
mrp2 y abcg2 en manto de Mytilus galloprovincialis durante un episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. SD: desviación estándar. 
Control  Grove  1‐Bueu  2‐Bueu  3‐Bueu  4‐Bueu 
mrp1 
Media  1,00  ,90  1,31  ,59  ,65  ,59 
SD  1,11  ,59  3,12  ,59  ,68  ,60 
mrp2 
Media  1,00  2,04  1,24  ,85  4,29  1,10 
SD  ,92  4,63  1,30  ,98  7,82  1,36 
abcg2 
Media  1.00  1,13  1,62  1,10  1,18  1,22 




Los resultados agrupados en este capítulo son un ejemplo de la combinación de 
diferentes técnicas moleculares empleadas para estudiar la expresión de los genes que 
codifican para proteínas de las subfamilias ABCC y ABCG entre tejidos y a lo largo de 
un episodio tóxico. 
Desde finales de junio hasta mediados de septiembre de 2010, los mejillones 
presentaron siempre ácido okadaico en las tres profundidades muestreadas, con una 
serie de máximos y mínimos de concentración de esta toxina que se debe a las 
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poblaciones de las especies de Dinophysis dominantes: D. acuminata y en menor grado 
de D. caudata. La temporada de afloramiento de D. acuminata ocurre entre marzo y 
septiembre. El incremento de las poblaciones se registra a finales de marzo y principios 
de abril asociado con una mayor insolación, el incremento de la temperatura superficial 
y la estabilidad de la columna de agua por la formación de marcadas picnoclinas. Los 
menores niveles de ácido okadaico detectados en los muestreos Grove, 1-Bueu y 4-
Bueu se relacionan con los estadíos iniciales y finales de la proliferación de D. 
acuminata. La distribución vertical de ácido okadaico en los mejillones a distintas 
profundidades se debe posiblemente a la migración vertical de las células de D. 
acuminata en la columna de agua debido a sus ritmos circadianos, pero también pueden 
estar relacionados con la meteorología, la estructura térmica de la columna de agua y las 
especies acompañantes (Lassus et al., 1990; Reguera et al., 1993). En los muestreos 1-
Bueu y 3-Bueu, las diferencias observadas entre la concentración de ácido okadaico en 
superficie en relación con las capas inferiores sugiere que las células se congregaban en 
las capas inferiores, pues de lo contrario la distribución vertical de ácido okadaico 
habría sido más homogénea.  
En cuanto al número de genes de referencia que se deben usar, son diversos los 
trabajos en expresión génica mediante RT-qPCR que han empleado un único gen. 
Muchos de los genes considerados como invariables pueden presentar variaciones 
interindividuales que provoquen una medida errónea cuando la expresión del gen de 
interés se normaliza frente a un solo gen de referencia. No existe un gen de referencia 
universal ya que son muchos los parámetros que pueden alterar su expresión, por esta 
razón, en este estudio se han realizado análisis previos de la estabilidad de los genes que 
se quieren usar empleando tres métodos: el de Vandesompele et al. (2002), Andersen et 
al. (2004) y Pfaffl et al. (2004). En este trabajo se realizaron dos análisis por separado. 
El primero para seleccionar el grupo de genes de referencia estable para comparar la 
expresión de los genes de interés entre tejidos (glándula digestiva, branquia y manto); y 
un segundo análisis determinó la estabilidad de los genes de referencia en el grupo de 
muestras pertenecientes a un mismo tejido, incluyendo aquí muestras con y sin toxina. 
El primer análisis realizado de la estabilidad de los genes de referencia, 
empleando los tres métodos, para el estudio de la expresión génica entre tejidos 
permitió la normalización de la expresión frente a un grupo común de genes: gapdh, 
rps4, rps27 y cox1. El segundo análisis realizado obtuvo series de estabilidad muy 
parecidas con los diferentes métodos que permitieron determinar los genes 
normalizadores para cada tejido: en glándula digestiva (gapdh, rps4 y cox1), en 
branquia (gapdh, rps4 y cox1) y en manto (gapdh, rps27 y rps4). Cabe destacar la 
coincidencia del grupo de genes (gapdh, rps4 y cox1) seleccionados para la 
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normalización de muestras de glándula digestiva y branquia. Sin embargo, para el tejido 
de manto la serie de genes es casi idéntica a excepción del gen rps27 en manto y de 
cox1 en glándula digestiva y branquia.  
En los últimos años se han realizado diversos trabajos relacionados con la 
selección de genes de referencia en organismos acuáticos. En el presente trabajo, el gen 
gapdh mostró la menor variabilidad dentro de cada tejido y entre tejidos. Esta 
estabilidad del gen ha sido descrita recientemente en un estudio realizado para 
seleccionar genes de referencia en la gónada masculina de Pecten maximus (Mauriz et 
al., 2012), asi como en tejidos de la ostra Crassostrea gigas (Dheilly et al., 2011) y en 
hemocitos de Ostrea edulis (Morga et al., 2010). El número mínimo de genes de 
referencia a usar para que la normalización sea precisa es controvertido. Vandesompele 
et al. (2002) proponen un mínimo de tres genes de referencia para una correcta 
normalización de la expresión del gen de interés. También se tuvo en cuenta el criterio 
de Ling y Salvaterra (2011) que sugieren que el número de genes a usar se basa en el 
valor más bajo obtenido para las variaciones entre pares (Vn/n+1). En este estudio se 
emplearon cuatro genes de referencia (gapdh, rps4, rps27 y cox1) para comparar la 
expresión de los genes de interés entre tejidos y tres genes de referencia para cada tejido 
individualmente: gapdh, rps4 y cox1 en glándula digestiva, gapdh, rps4 y cox1 en 
branquia y gapdh, rps27 y rps4 en manto. El uso de este número de genes se basa en la 
clasificación resultante de los análisis de estabilidad que muestra pocas variaciones 
entre las tres primeras posiciones mientras que a partir del cuarto gen se observan 
discrepancias en la clasificación con los programas geNorm, NormFinder y BestKeeper. 
Además, el análisis llevado a cabo empleando tres, cuatro o cinco genes de referencia 
para la normalización de los genes de estudio no mostraron diferencias significativas 
entre los resultados de expresión. 
Los organismos acuáticos están constantemente expuestos a multitud de 
contaminantes antropogénicos o toxinas de origen natural presentes en el medio 
acuático, de manera que un sistema celular de defensa frente a tóxicos es importante. 
Los transportadores ABC, pertenecientes al sistema MXR, funcionan como una primera 
línea de defensa celular disminuyendo la acumulación intracelular y los efectos tóxicos 
de los xenobióticos. Los principales sitios de expresión de estos transportadores son 
tejidos implicados en la absorción, metabolismo y eliminación de xenobióticos y 
función de barrera. Partiendo de esta afirmación, este trabajo se ha centrado en el 
estudio de la expresión de los genes mrp1, mrp2 y abcg2 en tres tejidos de mejillón 
empleando la metodología de la qPCR. 
Los resultados revelaron diferencias significativas en la expresión de los genes 
entre los distintos tejidos. El mayor nivel de expresión para los genes pertenecientes a la 
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subfamilia ABCC (mrp1 y mrp2) correspondió a glándula digestiva seguido de branquia 
y manto. En cuanto al gen abcg2, curiosamente los menores niveles de expresión se 
observaron en glándula digestiva y fue en manto donde se obtuvo una mayor expresión. 
La elevada expresión en glándula digestiva podría estar relacionada con su función 
metabólica y de eliminación de xenobióticos, siendo un tejido de desintoxicación 
implicado tanto en la síntesis de enzimas digestivas como en la desintoxicación de 
xenobióticos. Las proteínas MRP y ABCG están implicadas en la Fase III de 
desintoxicación y sus sustratos son productos del metabolismo de la Fase I y II, 
predominantemente presentes en forma de conjugados de glutatión, glucoronato y 
sulfato. De modo que, los altos niveles de expresión encontrados para ambos genes abcc 
en la glándula digestiva de mejillón confirman su papel en la desintoxicación. Sin 
embargo, a diferencia de lo que ocurre para la subfamilia ABCC, el gen abcg2 presenta 
una expresión muy baja en este tejido. Estos resultados podrían estar relacionados con 
el hecho de que el sistema MXR en invertebrados marinos está formado por diferentes 
tipos de transportadores que funcionan conjuntamente, o bien, la existencia en mejillón 
de varios genes de tipo abcg2 como ocurre en otros invertebrados (Annilo et al., 2006; 
Goldstone et al., 2006; Sturm et al., 2009; Gökirmak et al., 2012). No obstante, las 
branquias y manto participan en muchas funciones biológicas incluyendo la respiración 
y secreción, actuando como barreras entre el organismo y el medio externo. Las 
branquias, por su gran superficie y constante contacto con el medio acuático, funcionan 
como un órgano de barrera controlando la entrada de nutrientes y xenobióticos 
procedentes del medio externo. Los resultados de una expresión moderada obtenida para 
los tres genes en este tejido concuerdan con su posible papel como una primera línea de 
defensa. Algunos transportadores, como la proteína P-gp (MDR1/ABCB1), eliminan 
por unión y excreción directa los xenobióticos no metabolizados previniendo su 
acumulación intracelular actuando principalmente en la Fase 0 del mecanismo de 
desintoxicación.  
En este contexto, diversos estudios sobre los genes abc han revelado la 
existencia de un patrón similar de expresión al obtenido en este estudio. Este patrón se 
focaliza en aquellos tejidos relacionados con la secreción, absorción y función de 
barrera. Lüdeking y Köhler (2002) investigaron la expresión del gen mrp2 en Mytilus 
edulis. Este gen mostró un patrón de expresión específico cuyos niveles de expresión 
más altos se encontraron en la glándula digestiva, menor en branquias y bajo en manto y 
músculo. Cai et al. (2003) analizaron mediante Northern blot la distribución de la 
proteína Mrp2 en la raya Raja erinacea. Sus resultados indicaron que esta proteína 
estaba altamente expresada en hígado, intestino y riñón. Luckenbach y Epel (2008) 
estudiaron la expresión de los transportadores ABCB y ABCC en branquias de M. 
californianus localizándose en células apicales de los filamentos branquiales, región de 
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las branquias que está directamente en contacto con las corrientes de agua (Luckenbach 
y Epel, 2008). Kingtong et al. (2007) caracterizaron la expresión y localización de los 
transportadores ABC (MDR1, MRP1 y ABCG) en la ostra Saccostrea forskali. El 
estudio demostró la expresión de estas proteínas en los tejidos de desintoxicación 
(glándula digestiva, branquia y manto). En concreto, MDR1 presentó una localización 
apical en el epitelio de branquia y glándula digestiva, y en células basales del manto. 
Por su parte, MRP1 se expresó en el eje y en las células situadas en la superficie de las 
branquias, en las células basales del manto y en la glándula digestiva. Por último, la 
proteína ABCG se halló en las células que recubren los ejes de las branquias, en las 
células basales del manto y en la capa epitelial del tracto digestivo (Kingtong et al., 
2007). Loncar et al. (2010) analizaron la expresión de una serie de genes de 
transportadores ABC (abcb1, abcb11, abcc1, abcc2, abcc3, abcc4, abcc5 y abcg2) en 
diferentes tejidos de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss. La expresión del gen 
abcb1 fue alta en todos los tejidos analizados y baja para el gen abcc5. La expresión de 
abcc1 y abcc3 fue alta en riñón mientras que el gen abcc4 además del riñón, la gónada 
también mostró niveles altos de expresión. El gen abcg2 se expresó con niveles altos en 
la gónada y también en la parte distal del intestino, hígado, riñón y cerebro; en 
branquias y parte proximal del intestino los valores que obtuvieron fueron muy bajos  
situación similar a la que se observa en mejillón en el que la expresión de abcg2 es 
mayor en el manto, donde tiende a ubicarse la mayor parte del tejido gonadal.  
Asimismo, en la trucha arco iris Fischer et al. (2011) cuantificaron los niveles de 
varios transcritos de transportadores ABC en diferentes líneas celulares. Los resultados 
que obtuvieron indicaron que todos los transcritos estaban presentes en todas las líneas 
celulares y que, generalmente, los genes de la subfamilia ABCC (abcc1, abcc2 y abcc3) 
tenían una expresión más alta mientras que para los miembros de la subfamilia ABCB 
era más baja (Fischer et al., 2011). Zaja et al. (2008b) hallaron una expresión elevada de 
la proteína ABCG2 en hígado y en hepatocitos de Oncorhynchus mykiss. En el pez 
cebra, Danio rerio, también se estudió la expresión de varios transportadores ABCC en 
larvas y en tejidos adultos. Durante el desarrollo, los genes abcc2 y abcc5 no se 
detectan hasta las 92 horas después de la fertilización, el gen abcc1 por el contrario se 
detecta en todos los estadios larvarios. En tejidos adultos el gen abcc1 y abcc5 se 
expresa principalmente en testículos pero también en ovarios, ojo, intestino, riñón y 
cerebro mientras que el gen abcc2 se expresa principalmente en órganos excretores 
como el hígado, el intestino y el riñón (Long et al., 2011a, 2011b, 2011d). En cuanto a 
la familia ABCG, Zhou et al. (2009) determinaron el análisis espacial del gen ABCG en 
el camarón Litopenaeus vannamei. Este gen estaba significativamente más expresado en 
el hepatopáncreas que en cualquiera de los otros tejidos examinados (Zhou et al., 2009). 
Shukle et al. (2008) evaluaron el patrón espacial y temporal del transcrito white en 
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tejidos y durante el desarrollo del mosquito Mayetiola destructor. El análisis espacial 
reveló altos niveles en los tubos de Malpighi que corresponde al sistema excretor y 
osmoregulador en los insectos. En cuanto al análisis temporal, durante el desarrollo los 
niveles más elevados correspondieron al segundo y tercer estadio larvario de desarrollo 
(Shukle et al., 2008). 
Los genes de referencia candidatos excluidos (nd4, tif5a, act y 18S) muestran 
diferencias significativas entre los distintos tejidos descartándolos para llevar a cabo la 
normalización de los datos de expresión. Concretamente el gen 18S, que ha sido 
tradicionalmente considerado como gen de expresión constante independientemente del 
tipo de muestras y por tanto usado ampliamente en muchos trabajos (Hamdoun et al., 
2004; Zucchi et al., 2010; Fischer et al., 2011; Long et al., 2011a, 2011d; de Cerio et 
al., 2012; Della Torre et al., 2012), es uno de los que muestra una mayor variabilidad 
entre los tres tejidos. 
La hipótesis de partida de este trabajo se ha basado en dos premisas. Por un lado 
se conoce la existencia de un sistema MXR en organismos acuáticos y por otro lado se 
sabe que el ácido okadaico, toxina responsable de la intoxicación diarreica por moluscos 
(DSP), es sustrato de los transportadores ABC. Con estos dos indicios, este trabajo ha 
estudiado la posible relación entre los niveles de expresión de tres genes: mrp1, mrp2 y 
abcg2 a lo largo del ciclo de intoxicación/desintoxicación de mejillones afectados por 
toxina DSP. Para ello, se analizaron los niveles de mRNA de los genes en tres tejidos de 
gran importancia para la excreción, el metabolismo, la absorción y función de barrera. 
Los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron diferencias significativas 
en la expresión de los genes en los tejidos de glándula digestiva y branquia a lo largo 
del episodio tóxico por Dinophysis acuminata. En relación al tejido de glándula 
digestiva sólo el gen mrp2 presentó diferencias significativas, sobreexpresión en 
presencia de toxina DSP, entre el grupo control y los diferentes muestreos. En branquia 
los genes mrp1 y abcg2 presentaron diferencias entre el grupo control y los muestreos 
Grove, 2-Bueu y 3-Bueu para el gen mrp1 y entre el grupo control y el muestreo 1-Bueu 
para el gen abcg2. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para 
ninguno de los tres genes en el tejido de manto. Cabe destacar, que los resultados 
presentados en este trabajo apoyan la existencia de una relación entre los niveles de 
mRNA del gen mrp2 y la concentración de ácido okadaico en glándula digestiva.  
Los organismos acuáticos, entre ellos los mejillones, durante los episodios 
nocivos de origen fitoplanctónico quedan expuestos a las toxinas y aparentemente no se 
observa un aumento en la mortalidad de sus poblaciones. Es obvio que, estos 
organismos expuestos de manera natural a las toxinas como el ácido okadaico, 
presenten mecanismos que los protejan de sus posibles efectos y eviten su acumulación 
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en el medio citosólico. Estudios previos en líneas celulares de vertebrados demuestran 
que el ácido okadaico es sustrato de la P-gp e induce su expresión confiriéndoles a las 
células resistencia, dicha resistencia, puede ser contrarrestada por la adicción de 
verapamilo (inhibidor competitivo de la P-gp) (Yusa y Tsuruo, 1989; Tohda et al., 
1994; Wang et al., 1995; Ritz et al., 1997). La exposición prolongada a bajas 
concentraciones de ácido okadaico promueve la formación de tumores (Suganuma et 
al., 1988) mientras que la exposición de células a concentraciones altas o moderadas 
deriva en apoptosis (BØe et al., 1991; Lerga et al., 1999). Algunas líneas celulares 
expuestas a concentraciones subtóxicas de ácido okadaico desarrollan resistencia y se 
observa un aumento en la expresión de proteínas P-gp (Chambers et al., 1993; Ritz et 
al., 1997; Sandal et al., 2001). Manfrin et al. (2010) evaluaron el perfil de expresión 
génica inducida por la exposición al ácido okadaico en glándula digestiva de M. 
galloprovincialis. Se diferenciaron dos fases en la respuesta a la exposición, la primera 
caracterizada por el aumento del número de genes sobreexpresados debido a la 
activación de los mecanismos de defensa y/o adaptación fisiológica del mejillón a la 
toxina. En la segunda fase, el número de genes infraexpresados aumentaba debido a los 
posibles fallos en los diferentes procesos celulares provocados por los altos niveles de 
toxina. Más de la mitad de los genes sobreexpresados en el experimento tenían una 
función desconocida y aquellos genes, con función conocida, se ubicaban en tres 
categorías funcionales: estructura celular, apoptosis y estrés. Los hemocitos de M. 
edulis son resistentes al ácido okadaico y no expresan la “clásica” actividad de la P-gp 
en la membrana plasmática, sino que el principal sitio de actividad de la proteína es en 
la membrana de los lisosomas (Svensson et al., 2003). Algo similar ocurre en el 
cangrejo Carcinus maenas donde la expresión de la proteína P-gp también está 
localizada en la membrana de los lisosomas de células F/B de la glándula digestiva 
(Köhler et al., 1998).  
Otros tipos de cianotoxinas, microcistis y cilindrospermopsinas son 
metabolizadas por enzimas de desintoxicación como la glutatión-S-transfersa y 
posteriormente eliminadas por proteínas del sistema MXR en diferentes organismos 
acuáticos, como en el pez Danio rerio (Pflugmacher et al., 1998; Wiegand et al., 1999; 
Pietsch et al., 2001), en el crustáceo Daphnia magna (Pflugmacher et al., 1998; 
Nogueira et al., 2004) y en los moluscos Mytilus galloprovincialis (Vasconcelos et al., 
2007; Puerto et al., 2011), Dreissena polymorpha (Pflugmacher et al., 1998; Contardo-
Jara et al., 2008) y Corbicula fluminea (Puerto et al., 2011). Varios estudios demuestran 
que las algas y el fitoplancton marino contienen compuestos que son sustratos de las 
proteínas del sistema MXR. Extractos del alga verde Caulerpa taxifolia inhiben la 
actividad de la P-gp en el mejillón Dreissena polymorpha (Schröder et al., 1998), al 
igual que los extractos de otras algas (Macrocystis pyrifera, Egregia menziesii y 
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Phyllospadix scouleri) y el fitoplancton (Alexandrium catenella y Pseudonitzschia 
australis) son sustratos y/o inhibidores de la P-gp en M. californianus (Eufemia et al., 
2002).  
La presencia y la función de los transportadores ABC en invertebrados acuáticos 
ha sido confirmado por diferentes métodos (captación/unión de sustratos conocidos del 
transportador, inmunohistoquímica, transferencia Western y Northern, sensibilidad a 
inhibidores, etc.). En estudios anteriores a este, se ha observado la inducción de la 
actividad de transporte y el aumento de los niveles de proteínas MXR en poblaciones de 
organismos acuáticos expuestos a contaminantes en el medio natural o en laboratorio y 
en experimentos de trasplante entre zonas muy y poco contaminadas. Muchos estudios 
mostraron variaciones en la expresión de las proteínas MXR en diferentes experimentos 
de campo. Mytilus edulis y Crassostrea gigas (Minier et al., 1993), Mytilus 
galloprovincialis (Kurelec, 1995b), Crassostrea virginica (Keppler y Ringwood, 2001) 
y Monodonta turbinata (Kurelec, 1995a, 1995b) presentan una mayor expresión de 
proteínas MXR en zonas contaminadas que en zonas no contaminadas. La actividad 
MXR también se estudió en el mejillón cebra Dreissena polymorpha procedente del 
medio natural y luego trasplantado a un medio libre de contaminantes en el laboratorio. 
Los resultados mostraron una reducción de la actividad MXR después de 8-9 días de 
depuración por lo tanto, el sistema de defensa se reducía cuando las condiciones del 
medio mejoran (Pain y Parant, 2007). No obstante, resultados similares en los que se 
induce el sistema MXR se han observado en organismos del medio natural y en 
laboratorio expuestos a contaminantes antropogénicos. Las proteínas ABC pueden ser 
inducidas tanto por (1) contaminantes orgánicos como: petróleo (Bard et al., 2002b; 
Hamdoun et al., 2002; Pain y Parant, 2003b; Venn et al., 2009; de Cerio et al., 2012; 
Della Torre et al., 2012); hidrocarburos aromáticos (Bard et al., 2002a); organoclorados 
(Minier et al., 2006); agentes surfactantes (de Cerio et al., 2012); plaguicidas (Eufemia 
y Epel, 2000); insecticidas (Kingtong et al., 2007; Franzellitti et al., 2011); herbicidas 
(Navarro et al., 2012) y sustancias cancerígenas (Britvić y Kurelec, 1999; Lüdeking y 
Köhler, 2002; Luedeking et al., 2005) como por (2) metales pesados: cadmio (Achard et 
al., 2004; Ivanina y Sokolova, 2008; Zhou et al., 2009; Zucchi et al., 2010; Long et al., 
2011a, 2011b, 2011c, 2011d); zinc (Achard et al., 2004); níquel (Venn et al., 2009; 
Franzellitti et al., 2011); plomo y arseniato (Long et al., 2011a, 2011b, 2011d); 
mercurio orgánico e inorgánico (Franzellitti y Fabbri, 2006; Bosnjak et al., 2009; Long 
et al., 2011a, 2011b, 2011d; Navarro et al., 2012) y cloruro de cadmio y arsenito sódico 
(Eufemia y Epel, 2000). 
Ciertos factores naturales que no están relacionados con la contaminación 
también son responsables de la inducción del sistema MXR. Fluctuaciones en el pH 
Clonación y expresión de genes abcc y abcg en Mytilus galloprovincialis 
156 
(ácido o alcalino) en el camarón Litopenaeus vannamei aumentan la expresión de la 
proteína ABCG2 en el hepatopáncreas (Zhou et al., 2009). En Mytilus edulis, 
Luedeking y Koehler (2004) estudiaron la regulación de los genes del sistema MXR por 
factores ambientales. Observaron que se producían cambios en los niveles de los genes 
en relación a altas temperaturas, baja salinidad y anaerobiosis. Los mejillones M. 
galloprovincialis y M. californianus expuestos a un estrés físico como un choque 
térmico mostraron altos niveles de P-gp en comparación con aquellos mejillones 
mantenidos a temperatura ambiente (Eufemia y Epel, 2000; Minier et al., 2000). Varios 
autores estudiaron la expresión de los genes abc frente a variaciones estacionales en el 
mejillón Dreissena polymorpha (Pain et al., 2007) y en la ostra Crassostrea virginica 
(Keppler y Ringwood, 2001). Los resultados mostraron que la actividad MXR es mayor 
durante los meses de verano y menor en los meses más fríos, ello está relacionado con 
la temperatura del agua y la proliferación de algas. 
Además de las diferencias significativas encontradas en la expresión de los 
genes mrp1, mrp2 y abcg2 otros dos genes (act y 18S) presentaron alteraciones en su 
expresión en tejidos de mejillón a lo largo del episodio tóxico por Dinophysis 
acuminata. Concretamente el gen act mostró diferencias significativas en los tejidos de 
glándula digestiva y manto mientras que, el gen 18S presentó diferencias en branquia. 
La alteración de estos genes relacionados con la estructura celular y síntesis de proteínas 
podría deberse a la actividad del AO como inhibidor de la proteína fosfatasa PP2A y en 
menor medida la PP1. Estas enzimas están implicadas en procesos de desfosforilación 
de los residuos de fosfoserina y fosfotreonina de los sustratos proteicos y por tanto en la 
regulación del metabolismo celular, la replicación de DNA, la transcripción, la 
diferenciación o la señalización celular. Diversos estudios revelan que la presencia de 
AO provoca la pérdida de la organización del citoesqueleto, siendo la actina uno de sus 
tres componentes fundamentales (Svensson y Förlin, 1998; Manfrin et al., 2010). 
En resumen, podemos decir que los resultados derivados de este estudio 
proporcionan información muy útil para posteriores trabajos de expresión génica en 
tejidos de mejillón. No obstante, siempre es necesario evaluar la estabilidad de los genes 
de referencia en cada estudio que se realiza. Analizando de forma conjunta todos los 
resultados obtenidos, se puede pensar que los diferentes perfiles de expresión 
observados en el mejillón reflejan una distribución corporal y temporal de los genes 
mrp1, mrp2 y abcg2 acorde con la mayoría de los estudios. Una vez que el xenobiótico 
entra en el citosol por difusión pasiva a través de la membrana celular son los 
transportadores del sistema MXR los que eliminan los metabolitos y disminuyen su 
concentración intracelular. La mayor expresión de los genes mrp1 y mrp2 en glándula 
digestiva concuerda con su participación en la Fase III del metabolismo de 
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xenobióticos, puesto que tiene lugar sobre todo en este tejido. Además el aumento 
significativo del nivel de expresión del gen mrp2 en la glándula digestiva, en presencia 
de toxina causante de DSP, sugiere que la proteína está implicada en la Fase III del 
metabolismo del AO en glándula digestiva. En el caso de los genes mrp1 y abcg2 hay 
también un aumento de la expresión en la glándula digestiva en presencia de AO, pero 
dicho aumento no es estadísticamente significativo. En branquia se produce una 
disminución de la expresión de los tres genes (mrp1, mrp2 y abcg2) en presencia de la 
toxina aunque en la mayor parte de los casos el descenso no es estadísticamente 
significativo para mrp2 y abcg2. Y finalmente, en manto no hay una tendencia clara y 



































A partir de los resultados que se han obtenido en la presente Tesis Doctoral pueden 
extraerse las siguientes conclusiones generales: 
 
1.- Se ha obtenido la secuencia completa de los cDNA que codifican para tres 
proteínas transportadoras ABC en Mytilus galloprovincialis. Los análisis de similitud 
frente a otras secuencias presentes en las bases de datos indican que dos de ellas 
pertenecen a la subfamilia ABCC (MRP1 y MRP2) y una a la subfamilia ABCG 
(ABCG2). Las secuencias de los dos cDNA que codifican para las proteínas MRP1 y 
MRP2 presentan un tamaño de 4.648 pb y 5.065 pb y codifican para dos proteínas de 
1.500 y 1.524 aminoácidos respectivamente. La secuencia del cDNA que codifica para 
la proteína ABCG2 está compuesta por 2.164 pb y codifica para una proteína de 635 
aminoácidos. 
 
2.- La identificación de los dominios conservados, la determinación de su 
topología en relación a la membrana y el análisis filogenético confirman que las 
proteínas MRP1 MRP2 son miembros de la subfamilia ABCC, presentando los motivos 
altamente conservados característicos de esta familia: Walker A, Walker B y motivo C 
así como una topología con tres dominios transmembrana típica de algunos miembros 
de la subfamilia ABCC. 
 
3.- El análisis de los dominios conservados, la topología en relación a la 
membrana y el análisis filogenético determinaron que la tercera proteína es homóloga a 
la ABCG2 de humanos con los motivos conservados (Walker A, Walker B y motivo C) 
presentes en esta familia de transportadores ABC. Su topología muestra las 
características distintivas de esta subfamilia, consta de un dominio de unión a 
nucleótido en el extremo amino-terminal y un dominio transmembrana en el extremo 
carboxi-terminal cuya configuración es inversa al resto de los transportadores ABC. 
 
4.- El análisis de estabilidad de los ocho genes de referencia candidatos ha 
permitido identificar los grupos de genes de referencia más estables para normalizar los 
datos de expresión para los tejidos estudiados, siendo: 
‐ En los tres tejidos conjuntamente: gapdh, rps27, rps4 y cox1. 
‐ En glándula digestiva: gapdh, rps4 y cox1. 
‐ En branquia: gapdh, rps4 y cox1. 
‐ En manto: gapdh, rps27 y rps4. 
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5.- El estudio de expresión comparando distintos tejidos muestra un perfil 
similar para los genes mrp1 y mrp2. El nivel de expresión es significativamente mayor 
en glándula digestiva y branquia que en manto, lo que concuerda con el papel de estos 
tejidos en procesos de desintoxicación. El gen abcg2 presenta un perfil diferente siendo 
su expresión significativamente mayor en el manto lo que podría sugerir una función 
protectora de la gónada. 
 
6.- Se ha observado que la presencia de toxinas DSP induce de forma 
significativa la expresión del gen mrp2 en glándula digestiva de Mytilus 
galloprovincialis. En este tejido existe una tendencia clara de aumento en sus niveles de 
expresión a medida que aumenta la concentración de ácido okadaico, lo que concuerda 
con el papel de la glándula digestiva como órgano principal implicado en la 
biotransformación y eliminación de biotoxinas (Fases I, II y III del metabolismo de 
xenobióticos). En branquia y manto no se observó una inducción de la expresión de los 
genes mrp1, mrp2 y abcg2 en presencia de ácido okadaico. Esto se debe al papel de 
estos genes en la fase final de la desintoxicación de metabolitos ya conjugados, 
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Figura A2 (continuación) 
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Figura A4. Extracción de RNA total en muestras de Mytilus galloprovincialis para el tejido de 
glándula digestiva. El RNA obtenido en las extracciones se analizó mediante electroforesis en gel de 
agarosa D1 al 1%. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas). (*) 
Muestras que presentan un RNA degradado o con baja concentración. 
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Figura A5. Extracción de RNA total en muestras de Mytilus galloprovincialis para el tejido de 
branquia. El RNA obtenido en las extracciones se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa 
D1 al 1%. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas). (*) Muestras 
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Figura A6. Extracción de RNA total en muestras de Mytilus galloprovincialis para el tejido de 
manto. El RNA obtenido en las extracciones se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa D1 
al 1%. M: marcador de RNA RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas). (*) Muestras que 
presentan un RNA degradado o con baja concentración. 
 











Figura A7. Curvas estándar de la RT-qPCR para los distintos genes en la glándula digestiva de 
Mytilus galloprovincialis. Las curvas han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se 
representan los valores del Cq (ciclo de cuantificación o ciclo umbral; threshold cycle) de cada 
conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del factor de dilución del cDNA. La eficiencia de 
la reacción (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] × 100, donde S representa la pendiente (slope) de la 















Figura A7 (continuación) 
 





























Figura A8. Curvas estándar de la RT-qPCR para los distintos genes en la branquia de Mytilus 
galloprovincialis. Las curvas han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se 
representan los valores del Cq (ciclo de cuantificación o ciclo umbral; threshold cycle) de cada 
conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del factor de dilución del cDNA. La eficiencia de 
la reacción (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] × 100, donde S representa la pendiente (slope) de la 
recta de la regresión lineal.  
 
































Figura A8 (continuación) 
 
 











Figura A9. Curvas estándar de la RT-qPCR para los distintos genes en el manto de Mytilus 
galloprovincialis. Las curvas han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software. Se 
representan los valores del Cq (ciclo de cuantificación o ciclo umbral; threshold cycle) de cada 
conjunto de diluciones seriadas frente al logaritmo del factor de dilución del cDNA. La eficiencia de 
la reacción (E%) viene dada por [10 (1/-S) -1] × 100, donde S representa la pendiente (slope) de la 





















































Figura A10. Análisis de las curvas de fusión de los distintos genes en la glándula digestiva de 
Mytilus galloprovincialis. Las curvas han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software.  
 




















Figura A11. Análisis de las curvas de fusión de los distintos genes en la branquia de Mytilus 





















Figura A12. Análisis de las curvas de fusión de los distintos genes en el manto de Mytilus 
galloprovincialis. Las curvas han sido generadas con el Bio-Rad iCycler iQ™ software.  











Figura A12 (continuación) 
 
 
